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Variabilidade individual do sémen criopreservado em bodes de raça Serpentina 
Resumo 
O processo de criopreservação é responsável pela diminuição da qualidade seminal 
e torna mais clara a existência de uma variabilidade individual na qualidade do sémen 
descongelado. O principal objetivo do estudo foi analisar a variabilidade individual na 
criopreservação de sémen de bodes de raça Serpentina, no que diz respeito à 
congelabilidade dos seus ejaculados, através de uma avaliação subjetiva, de testes 
complementares e de uma avaliação objetiva. Descongelaram-se 40 palhinhas de sémen 
criopreservado obtidas a partir de ejaculados de 7 bodes, que foram examinadas por 
microscopia ótica para a avaliação da motilidade espermática progressiva (%) e foram 
realizados esfregaços para determinar a vitalidade e a percentagem de anisoespermia. Para 
avaliar a integridade das membranas plasmáticas dos espermatozoides, as amostras foram 
submetidas ao teste hipo-osmótico (HOST) e para avaliar o comportamento e resistência 
dos espermatozoides foram submetidas ao teste de termorresistência (TTR). Por último, foi 
realizada uma avaliação objetiva da cinética espermática através do sistema CASA. A 
percentagem de motilidade foi reduzida significativamente (p<0,001) de 80,88% no sémen 
fresco para 48,5% após a descongelação. Durante o estudo, os ejaculados foram 
classificados pelo nível de congelabilidade, de acordo com a sua motilidade pós-
descongelação: alto (>30%) e baixo (≤30%). Ejaculados com nível de congelabilidade alto 
apresentaram valores de motilidade (p<0,001), vitalidade (p<0,05) e de motilidade aos 
120min do TTR (p<0.001) significativamente superiores aos de baixa congelabilidade. Na 
avaliação através do sistema CASA foram observadas diferenças estatisticamente 
significativas entre os ejaculados de congelabilidade alta e baixa nos seguintes parâmetros: 
MOT (p<0,001), MOTP (p<0,001), VAP (p<0,001), VCL (p<0,001), VSL (p<0,05), ALH 
(p<0,05), RAPID (p<0,001), MED (p<0,001) e STATIC (p<0,001). Considerou-se, neste 
estudo, que um bode que produz sémen de alta qualidade e congelabilidade teria de 
apresentar uma motilidade pós-descongelação média >30% e covariância <0,1. Assim, 
apenas os bodes 2121 e 2808 foram considerados indivíduos produtores de sémen de 
qualidade superior. Porém, só foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 
entre indivíduos quanto à vitalidade, aos 5min do TTR e ao BCF. Este estudo demonstrou 
não existir uma variabilidade individual marcada na qualidade do sémen criopreservado dos 
bodes estudados. No entanto, os elevados valores de desvio padrão demonstram que os 
ejaculados de um mesmo macho são bastantes variáveis nas suas características seminais. 
A classificação e comparação dos ejaculados pelo seu nível de congelabilidade mostraram 
ser apropriadas e revelaram diferenças importantes na qualidade do sémen descongelado 
de bode. 





Individual variability of cryopreserved semen in Serpentina bucks 
Abstract 
The cryopreservation process is responsible for the reduction of semen quality and 
makes clearer the existence of individual variability in the quality of thawed semen. The main 
objective of this study was to analyze the individual variability in the cryopreservation of 
Serpentino buck’s semen regarding the freezability of their ejaculates through a subjective 
evaluation, complementary tests and an objective evaluation. 40 straws of cryopreserved 
semen, referring to ejaculates of 7 bucks, were thawed and examined trough optical 
microscopy to evaluate the progressive motility of the sperm (%), smears were performed to 
determine sperm vitality and the percentage of sperm defects. To evaluate the integrity of 
the sperm’s plasma membranes, the samples were subjected to the hypoosmotic test 
(HOST) and to evaluate the sperm’s behavior and resistance the samples were subjected 
to the thermoresistance test (TTR). Lastly, the objective evaluation of sperm kinetics through 
a CASA system was performed. Sperm motility was significantly reduced (p<0.001) from 
80.88% in fresh semen to 48.5% after thawing. In this study, the ejaculates were classified 
by their freezability level, according to their post-thaw motility: high (>30%) and low (≤30%). 
Ejaculates with high level of freezability showed motility (p<0.001), vitality (p<0.05) and 
motility at the TTR 120min (p<0.001) values that were significantly higher than the values of 
the low freezability ejaculates. The evaluation through the CASA system showed statistically 
significant differences between the ejaculates with different freezabily levels in the following 
parameters: MOT (p<0.001), MOTP (p<0.001), VAP (p<0.001), VCL (p<0.001), VSL 
(p<0.05), ALH (p<0.05), RAPID (p<0.001), MED (p<0.001) e STATIC (p<0.001). It was 
considered, in this study, that a buck that produces high quality and freezability semen 
must present a mean post-thaw motility >30% and covariance <0.1; therefore, only the 
bucks 2121 and 2808 were considered individual producers of semen of superior quality. 
However, the only significant differences found between individual bucks were in regard of 
vitality, TTR 5min and BCF. This study showed that it does not exist a clear individual 
variability of the quality of cryopreserved semen of the bucks studied. However, the elevated 
standard deviation values show that ejaculates of the same individual are quite variable in 
their seminal characteristics. Therefore, the evaluation and comparison of ejaculates by their 
freezability level proved to be appropriate and revealed important differences in the quality 
of post-thaw buck semen. 
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1. Relatório do estágio 
O estágio curricular decorreu entre 16 de setembro de 2019 e 7 de fevereiro de 2020, 
no Centro de Experimentação do Baixo Alentejo (CEBA), localizado na Herdade da Abóbada, 
em Vila Nova de São Bento, Serpa. O CEBA desenvolve ações de caracterização, 
conservação e utilização sustentável de recursos genéticos de raças autóctones. Durante este 
período, estavam presentes, no CEBA, caprinos das raças Serpentina, Algarvia, Serrana e 
Preta de Montesinho; ovinos das raças Merina Branca, Merina Preta, Churra Galega 
Bragançana Branca e Churra Galega Bragançana Preta; bovinos das raças Mertolenga e 
Garvonesa; e, suínos de raça Alentejana.  
No CEBA foi possível acompanhar atividades, na área clínica, como exames físicos 
de diagnóstico, administração farmacológica e acompanhamento na resolução de casos 
clínicos como pneumonias, timpanismo, mamite e claudicação. No âmbito da sanidade animal 
foram realizadas intervenções profiláticas como vacinação e desparasitação de ovinos e 
caprinos e, no âmbito de maneio animal, foram realizadas intervenções de descorna, corte 
corretivo das úngulas, bem como pesagem e identificação de animais. Na área de reprodução 
foram realizados exames andrológicos e diagnósticos de gestação em ovinos, caprinos 
(exame ecográfico) e bovinos (palpação retal); e orquiectomias em suínos.  
Inserido no CEBA encontra-se o Centro de Reprodução Animal da Herdade da 
Abóbada (CRAHA), licenciado como Centro de Colheita e Armazenagem de Sémen e que 
funciona como pólo do Banco Português de Germoplasma Animal (BPGA), Centro de Recolha 
e Processamento de Sémen de pequenos ruminantes, recolha de embriões de pequenos 
ruminantes, armazenamento de material genético e Centro de Quarentena, onde os animais 
têm de permanecer, no mínimo 28 dias, antes de entrarem no centro de colheita. 
Durante o estágio no CRAHA foram realizados exames andrológicos, recolhas de 
sémen através de vagina artificial (VA) ou de eletroejaculação, avaliação e processamento de 
sémen destinado a refrigeração ou criopreservação, inseminação artificial (IA) cervical e 
ecografia reprodutiva em ovinos e caprinos.  
O presente estudo foi elaborado durante o estágio e as amostras de sémen analisadas 












A criopreservação do sémen permite o armazenamento de doses seminais de animais 
de alto valor zootécnico por tempo indeterminado, maximizando o potencial reprodutivo de um 
macho (Castelo et al. 2008). Sendo assim, é uma importante ferramenta na conservação de 
recursos genéticos para a preservação da biodiversidade de espécies ou raças em vias de 
extinção (Bailey et al. 2003).  
Portugal possui grande diversidade no que diz respeito a recursos genéticos, porém 
grande parte das raças autóctones estão, atualmente, em risco de extinção e há a 
necessidade crescente de assegurar a sua conservação a longo prazo. A criação de bancos 
de germoplasma ou de sémen é especialmente importante para as raças autóctones 
portuguesas, uma vez que, pela redução cada vez mais acentuada dos efetivos, correm risco 
de extinção no futuro, da qual é exemplo a raça Serpentina, originária de Serpa, com a maioria 
dos efetivos localizados no Alentejo, zona centro e Algarve (APCRS 2008). 
Apesar dos avanços tecnológicos na inseminação artificial, a criopreservação do 
sémen ainda é um processo complexo que depende de vários fatores para a obtenção de 
resultados satisfatórios. Um desses fatores é a variabilidade individual associada à 
capacidade de superar os processos de preservação, designado vulgarmente como 
congelabilidade, que pode estar relacionada com a suscetibilidade do material genético aos 
danos induzidos pela criopreservação (Gillan et al. 2004). Sendo esta uma característica 
importante a ter em conta na criação de programas de melhoramento genético e de bancos 
de germoplasma/sémen, torna-se pertinente e proveitoso selecionar animais cujo sémen 
demonstre uma boa congelabilidade, de forma a determinar, para uma raça especifica, qual 
a proporção de animais que apresentam sémen criopreservado de boa qualidade e, por isso, 
menos suscetível aos danos criogénicos. 
No presente trabalho, pretendeu-se estudar a variabilidade entre indivíduos no que diz 
respeito à congelabilidade do sémen de bodes de raça Serpentina, avaliando a qualidade 
seminal através de métodos objetivos, como o sistema computorizado de análise de sémen 
(CASA), com informação mais precisa e significativa do movimento individual de cada célula, 
e de testes complementares de avaliação seminal.  
 
3. Caracterização sumária da Raça Serpentina 
A raça Serpentina é uma raça autóctone, com origem no Alentejo, sendo essa a região 
onde se encontrava a maioria do efetivo inscrito no Livro Genealógico (LG) (APCRS 2008). 
Um estudo de Bruno de Sousa (2006) demonstra a reduzida diferenciação genética 
nas raças caprinas ibéricas, o que pode ser explicado pelas migrações e transumância 
realizadas pelos povos ibéricos ao longo dos tempos e que resultaram na miscigenação entre 





se tenha formado através cruzamentos de diversos animais trazidos para a Península Ibérica 
por povos de várias origens, tendo-se fixado no Alentejo, onde, depois de alguma seleção 
morfológica, surgiu uma população de homogeneidade acentuada, merecendo 
posteriormente o estatuto de raça (Fialho 1995). 
 
 
Figura 1. Macho de raça Serpentina (retirado de APCRS 2008). 
 
Não sendo fácil identificar a região onde os primeiros rebanhos Serpentinos se terão 
formado, existem relatos de várias localizações, porém acabou por se atribuir à região de 
Serpa o solar da raça, e é dessa região que vem a atual designação de Serpentina. 
Posteriormente, estes animais irradiaram para o resto do Alentejo e para algumas regiões 
limítrofes (APCRS 2008). 
Para a preservação da raça Serpentina foi fundamental a criação da Associação 
Portuguesa de Caprinicultores da Raça Serpentina (APCRS 2008), em 1991. Porém, desde 
o ano 2000, tem-se verificado a tendência para a estagnação do efetivo reprodutor desta raça 
registado no LG, devido à sua substituição por animais de raças mais produtivas (Fonseca et 
al. 2018). Assim, nos últimos anos e com o objetivo de promover a seleção e a conservação 
das raças autóctones, as Associações de Criadores desenvolveram planos para que os seus 
sócios se envolvessem em ações de inscrição no LG, inseminação artificial e transferência de 
embriões, caracterização genética e conservação de ex-situ através do BPGA, entre outras 
(Carolino et al. 2016). 
Em geral, a raça Serpentina é caracterizada pela rusticidade, demonstrada pela sua 
resistência, adaptabilidade e dupla aptidão produtiva (carne e leite). São animais robustos e 





com um listão preto que, por vezes, se alarga desde a região sagrada até à cauda. O ventre, 
a parte interna das orelhas, a face, o focinho e a extremidade dos membros também 
apresentam cor preta. Normalmente, com barba em ambos os sexos, embora mais reduzida 
nas fêmeas. Podem ser mochos ou apresentar cornos, largos junto à base, dirigidos para cima 
e para trás e espiralados (APCRS 2008).  
Embora não seja uma raça com sazonalidade muito acentuada, a época de cobrição 
tem início, normalmente, no princípio de maio, com a introdução dos bodes nos rebanhos, até 
ao final de setembro, altura em que se iniciam as parições e se separam os machos das 
fêmeas (APCRS 2008). 
 
4. Particularidades do sémen de bode  
O sémen é uma suspensão celular que consiste em espermatozoides (spz) 
provenientes dos túbulos seminíferos e secreções das glândulas acessórias (glândulas 
vesiculares, próstata e glândulas bulbouretrais) do trato reprodutor masculino (Vicent et al. 
2012). A composição do sémen varia consoante espécies (Evans and Maxwell 1987).  
Os espermatozoides são células altamente especializadas capazes de fertilização que 
se desenvolveram a partir de células somáticas (Lemma 2011). O gâmeta masculino é 
constituído por uma cabeça, onde se encontra o núcleo e cuja porção anterior está protegida 
pelo acrossoma que alberga enzimas necessárias ao processo de fertilização e, por uma 
cauda, o órgão locomotor, que permite a propulsão da célula sexual (Evans and Maxwell 
1987).  
A motilidade progressiva e retilínea é essencial, uma vez que espermatozoides com 
perturbações da mesma são expulsos, com maior ou menor rapidez, do trato genital feminino 
(García-Vazquez et al. 2016). Para que o espermatozoide seja considerado qualitativamente 
viável e potencialmente fértil, para além da motilidade, é necessário que possua morfologia, 
atividade metabólica e membranas plasmáticas normais (Arruda et al. 2011), para além de 
outras características como o estado do material genético, nomeadamente a estabilidade da 
cromatina (García-Vazquez et al. 2016). 
O ejaculado do bode, à semelhança do de outros mamíferos domésticos, é 
heterogéneo no sentido em que nenhum espermatozoide é igual a outro, quer em termos da 
sua informação genética haploide, quer quanto aos seus atributos para a fertilização 
(Rodriguez-Martinez and Barth 2007). A presença de espermatozoides em diferentes estádios 
de maturidade garante a fertilização do oócito, logo após a ovulação (Medeiros et al. 2002). 
Eles adquirem capacidade fertilizante durante a sua passagem pelo epidídimo e, 
subsequentemente, na progressão pelo trato genital feminino (Curry 2000). A capacitação é 
uma associação de eventos bioquímicos que dependem das condições intrínsecas dos 





lhes permitem sofrer reação acrossómica induzida e, a penetração no oócito (Medeiros et al. 
2002). 
O plasma seminal atua como um meio de transporte para os gâmetas masculinos, para 
além de lhes fornecer nutrientes e um ambiente tampão (Evans and Maxwell 1987), sendo 
essencial para a sobrevivência dos mesmos no trato genital feminino (Reece 2009). O plasma 
seminal de bode contém uma variedade de substâncias orgânicas incluindo vários eletrólitos, 
frutose, ácido cítrico e sorbitol (Frandson et al. 2009), que mantêm a pressão osmótica do 
sémen (Evans and Maxwell 1987). É um fluido isotónico e neutro, cujo pH se mantém perto 
de 7,0, através de um complexo sistema tampão, o que protege os espermatozoides de 
qualquer mudança abrupta do pH, que pode ser prejudicial (Evans and Maxwell 1987).  
Os espermatozoides têm baixa atividade biossintética e dependem bastante da sua 
função catabólica para sobreviverem (Barbas and Mascarenhas 2009). Como outras células, 
eles requerem um fornecimento contínuo de energia e, para isso, metabolizam nutrientes 
exógenos através de mecanismos como a glicólise, o ciclo do ácido cítrico e a fosforilação 
oxidativa (Lemma 2011). A frutose é a principal fonte de energia para os espermatozoides no 
sémen de bode (Evans and Maxwell 1987) e a sua principal vantagem é não requerer energia 
metabólica para entrar na célula espermática (Reece 2009).  
As proteínas do plasma seminal atuam como proteínas adsorvidas à membrana 
plasmática, modulando vários passos essenciais da fertilização, regulando a capacitação, o 
estabelecimento do reservatório de sémen no oviduto, a modulação da resposta imunitária 
uterina, o transporte dos espermatozoides pelo trato genital feminino e a interação entre 
gâmetas e a sua fusão (Rodriguez-Martinez 2019). As principais proteínas no plasma seminal 
dos bodes pertencem ao grupo de proteínas com módulos de fibronectina tipo II (Rodriguez-
Martinez 2013). No caso particular desta espécie, a secreção da glândula bulbouretral possui 
uma enzima coaguladora da gema de ovo (ECGO), uma fosfolipase A, que atua como 
catalisadora e promove a hidrólise da lecitina da gema de ovo em ácidos gordos e lisolecitina, 
que promove a atividade fusogénica na membrana dos espermatozoides, induzindo a reação 
acrossómica e a descondensação da cromatina (Castelo et al. 2008). Outra fração 
glicoproteica do plasma seminal do bode, é constituída pela enzima SBUIII, igualmente com 
origem nas glândulas bulbouretrais, e que interage com o leite (Gibbons 2002), provocando 
uma inibição da motilidade, rutura do acrossoma e morte espermática (Castelo et al. 2008). 
 
5. Variabilidade individual da qualidade seminal 
As variações individuais entre bodes são observadas no volume, concentração, 
vitalidade, morfologia e defeitos espermáticos, dos seus ejaculados (Barbas et al. 2006). Para 
além dessas, observam-se variações individuais na capacidade de os espermatozoides 





2004). Embora a criopreservação tenha sido aplicada na espécie caprina com sucesso, existe 
uma enorme variabilidade individual na qualidade do sémen criopreservado (Thurston et al. 
2001), havendo registo de reprodutores cujo sémen, consistentemente, não sobrevive aos 
processos de congelação e descongelação e outros que, em oposição, revelam excelentes 
resultados (Holt 2000).  
Através de tecnologias atuais para o estudo das características e funções de 
espermatozoides individuais, tornou-se evidente que existe uma heterogeneidade 
considerável (Thurston et al. 2001), não só entre indivíduos, mas entre ejaculados de um 
mesmo indivíduo (Thurston et al. 2002). Têm sido identificadas subpopulações, em ejaculados 
de mamíferos, com base nas características morfológicas e nos padrões específicos de 
movimento dos espermatozoides individuais (Dorado, Molina et al. 2010). Os ejaculados de 
bode são heterogéneos e a proporção de espermatozoides em cada subpopulação varia entre 
indivíduos e entre ejaculados do mesmo individuo (Thurston et al. 1999; Dorado, Molina et al. 
2010; Partyka et al. 2012); apresentando igualmente, uma variação significativa ao longo do 
processo de criopreservação (Partyka et al. 2012; Barbas et al. 2018). Existe ainda, uma forte 
relação entre as proporções das diferentes subpopulações e a qualidade do sémen, a 
fertilidade e a capacidade de resistir à criopreservação (Dorado, Molina et al. 2010). 
Embora a variabilidade da congelabilidade entre machos seja consensual, as bases 
moleculares e celulares que a justificam, não o são (Medrano et al. 2010). Uma vez que a 
variabilidade da permeabilidade da membrana plasmática dos espermatozoides entre 
espécies está descrita, sendo apoiada pelas diferenças na resistência celular ao glicerol, as 
diferenças na crio-sensibilidade entre indivíduos da mesma espécie podem ser atribuídas à 
inconsistente sensibilidade da membrana plasmática aos fluxos osmóticos relacionados com 
a adição e remoção do crioprotetor (Thurston et al. 2002). No entanto, outros autores afirmam 
que as diferenças de congelabilidade entre espécies e indivíduos não podem ser unicamente 
atribuídas à permeabilidade da membrana, mas a todos os aspetos da estrutura e função 
membranares, reações metabólicas, interações entre a membrana e as proteínas do 
citoesqueleto (Holt 2000) e, ainda, à localização destas no citoesqueleto da célula (Thurston 
et al. 2002). A suscetibilidade dos espermatozoides de diferentes indivíduos e raças aos 
danos criogénicos pode, ainda, estar relacionada com a variabilidade na expressão de 
proteínas de choque térmico, que influencia o sucesso da criopreservação (Thurston et al. 
2002). 
Considerando a mesma espécie e até a mesma raça, a identificação de indivíduos cujo 
sémen responde melhor aos protocolos de criopreservação permite argumentar que a 
variabilidade da congelabilidade do sémen tem, em algum grau, determinação genética (Holt 
2000, Thurston et al. 2002). Tem sido sugerido que a variação na qualidade do sémen 





2001), apesar de parecer que a taxa de danos criogénicos não pode ser, unicamente, 
resultado das condições de criopreservação aplicadas, mas também à variabilidade genética 
individual (Dorado, Muñoz-Serrano et al. 2010). Numa dada população, as diferenças na 
morfologia espermática podem ter origem durante a espermatogénese, através da transcrição 
de genes durante a fase pré-meiótica, quando um efeito genotípico heterogéneo contribui para 
o eventual fenótipo espermático (Thurston et al. 2002). É possível que as diferenças genéticas 
entre indivíduos influenciem características da membrana plasmática, refletindo-se na 
tolerância variável aos efeitos da congelação e, posterior descongelação (Thurston et al. 
2001). No entanto, é pouco provável que as características das membranas plasmáticas 
difiram substancialmente entre indivíduos da mesma espécie, ainda que possam mostrar 
heterogeneidade dentro da mesma população (Thurston et al. 2001). 
O efeito prejudicial da criopreservação reflete-se na alteração significativa da 
distribuição das subpopulações cinéticas de espermatozoides no sémen de bode (Barbas et 
al. 2018). A classificação de um ejaculado em ‘adequado’ e ‘não adequado’, baseada nos 
parâmetros espermáticos (volume, motilidade, concentração e morfologia), antes e depois da 
criopreservação, é um bom indicador da congelabilidade do sémen caprino (Dorado, Muñoz-
Serrano et al. 2010). Existe uma forte relação entre certas variáveis de motilidade, formas 
anormais e integridade do acrossoma, e a congelabilidade do sémen, o que sugere serem 
parâmetros úteis para a previsão do comportamento do sémen fresco durante a 
criopreservação (Dorado et al. 2009). Em amostras de sémen com maior qualidade, os danos 
criogénicos são menores e, consequentemente, os efeitos da criopreservação na qualidade 
seminal também o são, indicando melhor congelabilidade (Dorado, Muñoz-Serrano et al. 
2010). No sémen fresco, a subpopulação de espermatozoides com movimentos rápidos e 
lineares representa o grupo com melhor qualidade espermática e a que demonstra velocidade 
mais elevada, após a descongelação (Barbas et al. 2018). Sundararaman and Edwin (2008) 
afirmam ainda que, na criopreservação do sémen caprino, a qualidade da motilidade 
espermática, nomeadamente a velocidade, é mais importante do que a determinação de 
espermatozoides exclusivamente móveis para a previsão da sobrevivência dos 
espermatozoides pós-descongelação. No entanto, subpopulações heterogéneas de 
espermatozoides coexistem, quer em sémen fresco, quer congelado, o que pode confirmar a 
hipótese de que pequenos ajustes nos protocolos de criopreservação podem melhorar 
substancialmente a sobrevivência dos espermatozoides ao processo (Barbas et al. 2018). 
É possível que outros fatores sejam responsáveis pela variabilidade da qualidade e 
congelabilidade do sémen de caprino. A idade pode ser um desses fatores, sendo que animais 
mais jovens produzem ejaculados de maior volume, concentração espermática e menor 
percentagem de defeitos (Santos et al. 2006). São também conhecidas diferenças individuais 





superior pós-congelação (Thurston et al. 2001). Bodes de raças diferentes podem apresentar 
diferenças no vigor e motilidade espermáticos, em fresco, o que pode estar relacionado com 
uma maior sensibilidade à sazonalidade, fotoperíodo ou outros fatores (Santos et al. 2006). 
No caso dos caprinos, a sazonalidade é particularmente importante. No entanto, não é 
consensual que a qualidade e a congelabilidade do sémen sejam ou não, afetadas pela época 
do ano (Barbas et al. 2006, Santos et al. 2006, Dorado, Muñoz-Serrano et al. 2010).  
 
6. Criopreservação de sémen de caprino  
6.1. Pontos críticos do manuseamento do sémen 
O primeiro passo para a criopreservação reside na colheita do sémen que, nos 
pequenos ruminantes, pode ser realizada através de vagina artificial ou por eletroejaculação 
(Jiménez-Rabadán et al. 2016). Nesta fase e independentemente do método utilizado, o risco 
de contaminação por bactérias ou impurezas é elevado (Souza et al. 2006). A eletroejaculação 
pode alterar a função secretória das glândulas bulbouretrais, aumentando a concentração de 
ECGO e modificando a composição do plasma seminal (Jiménez-Rabadán et al. 2016), para 
além de, aumentar o risco da contaminação da amostra com urina (Evans and Maxwell 1987). 
Devem ser evitadas flutuações de temperatura durante e depois da colheita (WHO 2010), 
mantendo todos os equipamentos que entram em contacto com os espermatozoides a uma 
temperatura próxima da corporal (37,5C) (Evans and Maxwell 1987). A colheita e o 
acondicionamento do sémen devem ser feitos em recipientes apropriados para o efeito (vidro 
ou materiais sintéticos inertes) (Evans and Maxwell 1987), esterilizados e secos (WHO 2010). 
Nos casos em que a manutenção da temperatura do sémen é feita em banho-maria é 
importante impedir o contacto da água com o sémen, uma vez que esta é um potente 
espermicida (Evans and Maxwell 1987). Outros fatores que podem influenciar a sobrevivência 
dos espermatozoides são a exposição à luz, contaminação por metais e/ou desinfetantes, 
longas exposições ao ar ou contacto com diluidores com pressão osmótica e capacidade 
tampão inapropriadas (Evans and Maxwell 1987).  
 
6.2. Processamento e congelação de sémen  
Quando o sémen é congelado e mantido a temperaturas muito baixas, as reações 
metabólicas são quase completamente interrompidas, o que torna possível preservar o sémen 
durante longos períodos de tempo, conservando-se os genes de machos selecionados e 
tornando mais simples o seu transporte (Evans and Maxwell 1987). No entanto, o processo 
de criopreservação resulta numa sequência de eventos, tais como, a diluição, o arrefecimento, 
a congelação e a descongelação, que podem ser deletérios para os espermatozoides (Lima 





Existem dois métodos para congelar sémen: a congelação lenta e a rápida (Barbas 
and Mascarenhas 2009). Um ritmo de congelação mais rápido tem efeitos adversos na 
congelabilidade de sémen de bode (Purdy 2006). O sémen pode ser armazenado e congelado 
em palhinhas ou pellets (Leboeuf et al. 2000). A escolha do método de congelação deve ter 
em consideração fatores como a facilidade de manipulação, a mão-de-obra, a técnica de 
inseminação e a gestão do armazenamento das doses seminais (Purdy 2006). Embora, os 
pellets tenham a vantagem de permitir uma rápida descida da temperatura, são de difícil 
identificação individual e, para além disso, apresentam um risco maior de contaminação 
cruzada do sémen (Lemma 2011). As palhinhas são muito utilizadas comercialmente pela alta 
segurança que conferem e pela fácil identificação das mesmas (Gibbons 2002).  
Independentemente do método de congelação, o sémen deve ser processado com um 
diluidor contendo agentes crioprotetores. O sémen de bode pode ser diluído por um método 
de diluição de um só passo, por via da adição única do diluidor a 30C, ou através de um 
método de dois passos, em que o sémen é diluído, inicialmente, a 30C, com uma fração do 
diluidor isenta de glicerol, arrefecido até aos 5C e então, acrescentando-se a segunda fração 
contendo glicerol (Evans and Maxwell 1987). No entanto, alguns investigadores não 
concordam que haja diferença entre a adição de glicerol a 30C ou a 5C (Salamon and 
Maxwell 2000). Depois de diluído a 30C, o sémen é arrefecido até aos 4-5C durante 1,5 e 3 
horas (Barbas and Mascarenhas 2009). O arrefecimento lento do sémen diluído é o período 
de tempo para a adaptação dos espermatozoides a um metabolismo reduzido e, também, 
para que seja atingido o equilíbrio entre as concentrações intra e extracelulares de glicerol e 
dos outros componentes do diluidor, ainda antes da congelação (Salamon and Maxwell 
1995a). 
 
 Diluidores para a criopreservação de sémen  
Um diluidor seminal de qualidade tem de fornecer aos espermatozoides fontes 
energéticas, proteger as células de danos bioquímicos e físicos e manter um ambiente 
propicio à sobrevivência dos espermatozoides durante a criopreservação (Gangwar et al. 
2016), sem apresentar toxicidade para as células espermáticas (Purdy 2006). Para tal, além 
de aumentar o volume do ejaculado e, consequentemente, o número de doses seminais, o 
diluidor deve proporcionar um efeito tampão contra as alterações do pH, manter a pressão 
osmótica semelhante à do plasma seminal (Castelo et al. 2008) e controlar o desenvolvimento 
bacteriano.  
Os diluidores para a criopreservação do sémen devem ter, na sua constituição, 
agentes crioprotetores (Gibbons 2002), para minimizar o stress químico e físico associados 





propilenoglicol), o glicerol é o mais utilizado na maioria das espécies (Lemma 2011). Este tem 
ação intra e extracelular, diminuindo quer a pressão osmótica associada à desidratação 
celular, quer o ponto de congelação (Medeiros et al. 2002). No entanto, o glicerol pode ser 
tóxico para os espermatozoides (Castelo et al. 2008) e a sua concentração ótima está 
relacionada com as taxas de arrefecimento e congelação escolhidas (Salamon and Maxwell 
1995a): taxas mais lentas requerem uma concentração menor de crioprotetores (Barbas and 
Mascarenhas 2009). Outro agente muito utilizado é a gema de ovo que atua como crioprotetor 
externo (Gibbons 2002), devido à presença da lipoproteína fosfatidilcolina que confere 
proteção à membrana celular (Castelo et al. 2008). No caso específico do bode, tendo em 
conta as particularidades enzimáticas do seu sémen, a gema de ovo pode ser substituída por 
lecitina de soja (Chelucci et al. 2015). A osmolaridade dos diluidores pode variar. Porém, os 
espermatozoides de bode preferem um meio hipertónico entre 425 e 525 mOsm (Purdy 2006), 
o que se pode conseguir por adição de tampões, sais e açúcares (Gangwar et al. 2016). A 
maioria dos investigadores usa glucose e frutose como fonte energética, enquanto a sacarose 
e a lactose, que atuam extracelularmente, são utilizadas para manter a pressão osmótica e 
proteger as membranas plasmáticas (Salamon and Maxwell 2000). O consumo de oxigénio 
pelos espermatozoides caprinos, assim como a sua motilidade, são máximos a um pH de 7,2 
(Gangwar et al. 2016), sendo importante a adição de agentes tampão, como o citrato e o 
TRIS(hidroximetil)aminometano, para impedir flutuações prejudiciais do pH (Gibbons 2002). 
Por último, o diluidor deve conter antibióticos a fim de reduzir a carga bacteriana do sémen 
(Castelo et al. 2008). Nos diluidores de sémen de bode, a associação mais comum é a 
penicilina com a estreptomicina (Souza et al. 2006). 
Originalmente, o sémen era diluído para proteger os espermatozoides durante o 
processo de criopreservação (Salamon and Maxwell 1995a). No entanto, de modo a 
rentabilizar o ejaculado e a atingir uma taxa de fertilidade elevada com um mínimo de 
inseminações e com um número mínimo de espermatozoides por inseminação, o sémen tem 
de ser diluído corretamente para que a população espermática por dose seminal seja 
suficiente para se obter uma fertilidade aceitável, o que depende de vários fatores como o tipo 
de inseminação artificial, local de deposição do sémen no trato genital feminino, altura do ano 
(sazonalidade) e as características fisiológicas e reprodutivas das fêmeas (Gangwar et al. 
2016). Historicamente, o sémen de animais de produção tem sido diluído num volume 
específico ou numa determinada concentração (Purdy 2006). Sendo que, uma 
criopreservação bem-sucedida de sémen com fertilidade razoável, é obtida com amostras 
com uma concentração entre os 80 e os 500x106 espermatozoides/mL (Gangwar et al. 2016). 
A taxa de diluição do sémen caprino pode variar entre 1:1 e 1:23 (sémen:diluidor) (Purdy 
2006). No entanto, as taxas de diluição utilizadas atualmente são na ordem dos 1:2 a 1:6 (v/v) 





concentração especifica, geralmente 200 milhões de espermatozoides por dose, o volume de 
diluidor a adicionar é calculado com base no volume e concentração do ejaculado e no volume 
e concentração espermática da dose seminal (Gibbons 2002). 
O sémen de caprino pode ser criopreservado com um diluidor composto por uma 
grande variedade de componentes (Gangwar et al. 2016). Porém, esta espécie apresenta 
particularidades seminais que limitam o uso de diluidores ricos em fosfolípidos, como os à 
base de leite e de gema de ovo (Bezerra 2010). No entanto, esses continuam a ser bastante 
comuns (Purdy 2006), ainda que o leite deva ser magro e ultrapasteurizado e a concentração 
de gema de ovo seja inferior à usada noutras espécies (Evans and Maxwell 1987). Têm 
surgido diluidores comerciais, como o Bioxcell® (IMV Technologies, França) e o Andromed® 
(Minitube, Alemanha), isentos de proteína de origem animal (Salmani et al. 2013). Estudos 
comparativos demonstraram que diluidores à base de TRIS suplementados com lecitina 
forneciam melhor proteção aos espermatozoides de bode do que os suplementados com 
gema de ovo (Chelucci et al. 2015). Outra substância vegetal estudada é a água de coco 
(Cocos nucifera), cujos efeitos protetores da viabilidade dos espermatozoides demonstraram 
que é adequada para diluir sémen de caprino (Daramola et al. 2016), uma vez que se trata de 
uma substancia estéril, contendo proteínas, açúcares, vitaminas, minerais, gorduras neutras 
e fatores de crescimento, para além de indutores de divisão celular e vários eletrólitos 
necessários à sobrevivência dos espermatozoides durante o processo de criopreservação 
(Castelo et al. 2008). 
 
 Métodos e protocolos de congelação 
O sémen diluído é arrefecido até aos 4-5C e depois, congelado, acondicionado em 
palhinhas francesas (mini ou médias) ou na forma de grânulos ou pellets (Leboeuf et al. 2000). 
No caso da congelação do sémen em palhinhas, as amostras são congeladas (terminado o 
tempo de equilíbrio a 4C), ao entrarem em contacto com os vapores frios de azoto líquido 
durante 20 minutos, sendo de seguida mergulhadas e armazenadas em azoto líquido, a -
196C (Castelo et al. 2008). Em vez de uma descida linear da temperatura do sémen, o ideal 
é arrefecer o sémen segundo uma curva parabólica, o que se consegue através da suspensão 
das palhinhas entre 4 e 6 cm acima do nível do azoto líquido (Salamon and Maxwell 2000) ou 
num congelador computorizado programável (Lemma 2011). Sendo que a velocidade do 
arrefecimento também é modulada pelo tamanho das palhinhas: minis (0,25 mL) ou médias 
(0,5 mL) (Leboeuf et al. 2000). O sémen de bode tolera uma variedade de taxas de 
congelação, sendo a mais adequada 50 a 100C/minuto, que permite a congelação da água 





A congelação do sémen sob a forma de pellets é um método rápido e simples que 
envolve o arrefecimento do sémen em gelo seco ou neve carbónica (dióxido de carbono 
sólido) a -79C, a um ritmo determinado pelo volume do pellet e, posteriormente, o 
armazenamento por imersão em azoto líquido a -196C (Leboeuf et al. 2000).  
 
6.3. Protocolos de descongelação 
Para ser utilizado, o sémen criopreservado tem de ser descongelado (Bezerra 2010). 
Durante esse processo, o sémen congelado passa por uma fase de temperatura crítica entre 
os -60 e os -15C, sendo que a taxa de descongelação depende da taxa de congelação, ou 
seja, se a mesma foi suficientemente rápida para induzir congelação da água intracelular ou 
lenta o suficiente para causar desidratação celular (Barbas and Mascarenhas 2009). Durante 
a descongelação rápida (por exemplo, em banho-maria a 37C, durante 45 segundos), o 
tempo de recristalização é limitado, o que aumenta a sobrevivência dos espermatozoides 
(Lemma 2011), para além de permitir restaurar o equilíbrio osmótico intra e extracelular mais 
rapidamente do que durante uma descongelação lenta (Salamon and Maxwell 1995a). No 
entanto, podem ser usadas temperaturas de descongelação entre os 4 e os 75C (Lemma 
2011), sendo que com taxas mais rápidas, o tempo é um fator crítico, visto que, se for 
excedido, a mortalidade espermática aumenta (Bezerra 2010). 
Tradicionalmente, o sémen de bode armazenado em palhinhas é descongelado, em 
banho-maria a 37C, durante 12 a 30 segundos (Purdy 2006), podendo chegar até aos 2 
minutos (Gibbons 2002). O sémen congelado em pellets pode ser descongelado numa 
solução (descongelação húmida) ou tubos secos (descongelação seca) (Salamon and 
Maxwell 1995a), a 37 ou 75C (Salamon and Maxwell 2000). 
 
7. Avaliação da dose seminal caprina (pós-descongelação) 
7.1. Avaliação subjetiva 
Nas espécies animais, a motilidade espermática é considerada a característica mais 
importante associada ao potencial fértil (Verstegen et al. 2002). Ela constitui um atributo 
essencial para a deslocação dos espermatozoides no trato genital feminino e para a 
penetração do oócito e, logicamente, ejaculados com uma maior proporção de 
espermatozoides móveis terão maior vantagem em termos de fertilidade (Bernardi 2008). 
Sendo a motilidade uma expressão da viabilidade, da integridade e da morfologia 
espermáticas, estas características estão diretamente relacionadas com os eventos 
fisiológicos que ocorrem na fertilização, uma vez que apenas espermatozoides móveis, 
íntegros e morfologicamente normais podem sofrer capacitação, hiperativação e reação 





A avaliação da fertilidade masculina pode ter por base o exame do sémen 
descongelado usando-se para tal, parâmetros convencionais como a motilidade, a morfologia, 
a vitalidade, estimativas bioquímicas de libertação de enzimas, a integridade do acrossoma e 
da membrana plasmática (Kathiravan et al. 2011). Os testes de avaliação da função 
espermática podem ter maior correlação com a fertilidade do sémen. Porém, providenciam 
apenas uma estimativa, mesmo quando utilizados num modelo de bateria de testes 
(Rodriguez-Martinez and Barth 2007). Este tipo de avaliação é subjetivo e os resultados 
dependem bastante da experiência e da competência do avaliador e apresenta alta variação 
entre observadores e observações (Arruda et al. 2011, Partyka et al. 2012). 
 
 Motilidade 
Na análise do sémen, a motilidade mantém-se como o parâmetro mais relevante para 
determinar o grau de danos espermáticos induzidos pela criopreservação (Kathiravan et al. 
2011). O método mais comum de avaliação é por microscopia ótica (m.o.) (Dorado, Muñoz-
Serrano et al. 2010), normalmente numa preparação lâmina-lamela, com o material e platina 
térmica previamente aquecidos a 35C (WHO 2010). A motilidade espermática é avaliada 
subjetivamente, estimando-se uma percentagem (Arruda et al. 2011), que expressa a 
percentagem total de espermatozoides móveis ou progressivamente móveis (Partyka et al. 
2012); e, mesmo quando avaliada por técnicas mais sofisticadas, a análise pode não ser 
fidedigna, caso não se tenha em consideração a heterogeneidade do ejaculado (Bernardi 
2008).  
 
 Morfologia  
Os defeitos morfológicos estão presentes em qualquer ejaculado, mas diferem no seu 
impacto na fertilidade (Rodriguez-Martinez 2013). A sua classificação faz parte integral da 
análise rotineira do sémen, uma vez que fornece informação sobre o potencial fértil das 
amostras de sémen (Matos et al. 2008). Apesar de existirem métodos mais recentes usados 
na análise do sémen, o esfregaço é o mais comumente utilizado para uma avaliação 
morfológica de rotina, através de m.o. (Partyka et al. 2012). De forma geral, o espermograma 
é executado através de esfregaços corados com corantes, tais como Wright, Rosa de 
Bengala, Giemsa, eosina-nigrosina, Karras e outros; ou através da técnica da câmara húmida 
(Arruda et al. 2011). Em cada preparação, devem ser contados 100 a 300 espermatozoides, 







 Integridade da membrana plasmática 
O método tradicional de avaliação da integridade da membrana envolve a 
determinação da percentagem de espermatozoides viáveis através de um teste de exclusão 
de corante (Partyka et al. 2012). Este método baseia-se no princípio de que membranas 
plasmáticas danificadas, como as das células mortas, permitem a entrada do corante e a 
consequente coloração da célula (WHO 2010). Para tal efeito, são utilizadas colorações 
supra-vitais, como anilina-eosina, eosina-nigrosina ou eosina-verde rápido (fast green) 
(Partyka et al. 2012). A avaliação pode ser feita através de esfregaços corados ou de 
preparações húmidas (WHO 2010). No entanto, na análise de sémen descongelado, os 
corantes podem ser negativamente afetados por componentes do diluidor como a gema de 
ovo e o glicerol, causando aglutinação e perda de diferenciação de estruturas espermáticas 
(Partyka et al. 2012). 
 
7.2. Testes complementares 
Não há evidência de que parâmetros como a motilidade, a morfologia ou a 
concentração espermáticas, isoladamente, sejam suficientes para se avaliar o potencial fértil 
de dado ejaculado (Oliveira et al. 2013). A análise combinada de várias caraterísticas seminais 
apresenta um potencial preditivo maior (Bernardi 2008). A grande dificuldade reside na 
inexistência de um teste único para aferir os atributos que os espermatozoides devem possuir 
para fertilizar o oócito (Arruda et al. 2011).  
Atualmente, há mais metodologias para a avaliação da competência funcional dos 
gâmetas masculinos, bem como da sua capacidade de interagir com os fluidos circundantes 
(fluidos genitais femininos, meios de cultura in vitro), com as células (epitélio, células do 
cummulus, oócitos) ou com o material extracelular (zona pelúcida), antes da fertilização 
(Rodriguez-Martinez 2013). Exemplos desses testes incluem a ligação e penetração da zona 
pelúcida (ZP), a ligação a proteínas solubilizadas da ZP e a fecundação in vitro de oócitos 
(Bernardi 2008). Apesar de simularem com maior exatidão o que acontece in vivo, estes testes 
mantêm-se controversos quanto ao seu valor prognóstico da fertilidade do sémen (Bernardi 
2008).  
 
 Teste Hipo-osmótico (HOST) 
A membrana plasmática está envolvida em trocas metabólicas com o meio e a sua 
atividade bioquímica tem grande influência nos processos de capacitação espermática e na 
fertilização (Oliveira et al. 2013). Devido a essa importância, o estudo da integridade da 
membrana plasmática é muito relevante na avaliação do sémen (Ahmad et al. 2014), como 





O teste hipo-osmótico (HOST) é um método de análise da integridade da membrana 
plasmática em alternativa à coloração supra-vital (Partyka et al. 2012). Nos machos caprinos, 
essa avaliação é baseada em métodos desenvolvidos noutras espécies domésticas (Fonseca 
et al. 2005). Este teste baseia-se no princípio da semi-permeabilidade da membrana celular 
(Ahmad et al. 2014). Assim, perante uma solução hipo-osmótica, há entrada de fluido nos 
espermatozoides, que aumentam de volume e enrolam ou dobram as caudas (Bernardi 2008). 
Os espermatozoides com membranas intactas e funcionais são aqueles que revelam essas 
alterações (WHO 2010), o que torna este teste mais específico do que a avaliação da 
motilidade que, por sua vez, depende de vários atributos espermáticos como a integridade da 
membrana, o metabolismo espermático e a ação microtubular das fibras da cauda (Oliveira et 
al. 2013).  
Os espermatozoides de bode apresentam um padrão de hipertrofia semelhante ao de 
outras espécies domésticas e qualquer diferença na intensidade de enrolamento da cauda 
pode dever-se a variações individuais da integridade da membrana plasmática (Fonseca et 
al. 2005). No caso do sémen criopreservado, a percentagem de espermatozoides que 
sobrevivem a condições hiposmóticas diminui drasticamente, em comparação com o sémen 
fresco, uma vez que os processos de congelação e descongelação influenciam a integridade 
daquela membrana (Blässe et al. 2012). Apesar das diferenças entre espécies, o HOST é 
adequado para testar a membrana dos espermatozoides de bode, para além de ser uma 
ferramenta valiosa para uma análise mais exata e individual da célula espermática, do que da 
população como um todo (Fonseca et al. 2005).  
 
 Teste de Termorresistência (TTR) 
Entre os testes in vitro, que visam determinar a qualidade do sémen descongelado, o 
teste de termorresistência (TTR) foi desenvolvido para a avaliação da longevidade potencial 
das doses seminais de bovinos e, posteriormente, adaptado às outras espécies (Barros et al. 
2013). O TTR avalia a integridade das células espermáticas (Talini et al. 2019), simulando as 
condições do trato genital feminino, expondo os espermatozoides a temperaturas elevadas 
durante um período de tempo variável, avaliando-se posteriormente, a motilidade espermática 
progressiva (Schulze et al. 2019).  
Quando a célula espermática recupera a sua função metabólica, depois da 
descongelação, começa a consumir nutrientes do meio de conservação, resultando na 
produção de metabolitos. À medida que este processo continua, a quantidade de nutrientes 
disponíveis para as células é reduzida, diminuindo, consequentemente, a produção de energia 
necessária ao movimento da cauda dos espermatozoides (Talini et al. 2019). Apesar dos 
espermatozoides serem transportados rapidamente até ao oviduto, são mantidos no trato 





menos prolongado, apenas os espermatozoides com um metabolismo normal são móveis e 
capazes de fertilizar o oócito (Schulze et al. 2019). O TTR representa uma simulação parcial 
in vitro, do processo in vivo que o sémen sofreria após a inseminação (Barros et al. 2013).  
Existem vários protocolos de TTR: o lento (incubação a 38°C/5h), o fisiológico 
(36°C/3h) e o rápido (46°C/ 30 min) (Cunha et al. 2012). Segundo estes últimos autores, o 
TTR fisiológico é o que mais se aproxima das condições reais que os espermatozoides 
encontram no trato genital feminino. Independentemente do método selecionado, há uma 
diminuição da motilidade progressiva, decorrente da perda de componentes intracelulares ou 
de lesões estruturais na cauda dos espermatozoides (Barros et al. 2013).  
No caso particular do sémen congelado, o TTR avalia se a motilidade espermática se 
mantém num nível elevado, por um período de tempo prolongado, mesmo em doses de sémen 
comerciais sujeitas a um armazenamento de longa duração (Schulze et al. 2013). No entanto, 
o TTR também é um teste subjetivo e existem muitos fatores que influenciam os seus 
resultados e a sua interpretação, como o diluidor, o volume e a concentração por dose, o 
tempo e a temperatura do teste e a incubação da amostra na palhinha ou fora dela (Barros et 
al. 2013). 
 
7.3. Avaliação objetiva 
A necessidade de uma avaliação mais objetiva e rigorosa levou ao desenvolvimento 
de sistemas computadorizados de análise do sémen, como por exemplo, a análise 
computorizada do sémen (CASA). Esta metodologia garante uma avaliação objetiva do 
ejaculado, quando a principal desvantagem da avaliação tradicional é a variabilidade de 
resultados (Partyka et al. 2012). A análise computorizada do sémen fornece uma informação 
alargada sobre as propriedades cinéticas do ejaculado, com base em medições nos 
espermatozoides individuais (Lemma 2011). Apesar de, em medicina veterinária, ainda não 
ser aplicado rotineiramente, nos últimos anos, o seu uso tornou-se mais frequente para 
estabelecer relações entre os parâmetros de qualidade espermática e a fertilidade e, 
especialmente, para melhorar as técnicas de reprodução assistida, nomeadamente, para 
otimizar os protocolos de criopreservação (Verstegen et al. 2002). Em animais de alto valor, 
como as espécies ou as raças em vias de extinção, a abordagem à infertilidade é mais 
semelhante à da medicina Humana, sendo a análise computorizada de grande importância 
na avaliação daquele problema (Verstegen et al. 2002). 
Os vários sistemas CASA são semelhantes entre si, diferindo no software e no 
equipamento ótico usado na identificação dos espermatozoides e na reconstrução das suas 
trajetórias (Verstegen et al. 2002). Estes equipamentos são capazes de determinar a 
motilidade, a cinética, a concentração e a morfologia espermáticas (WHO 2010) e, tornam as 





vasto leque de parâmetros cinéticos que traduzem o estado fisiológico dos espermatozoides 
(Kathiravan et al. 2011), como por exemplo a motilidade progressiva e a motilidade hiperativa, 
sendo esta última, característica de células capacitadas (WHO 2010). Para além disso, este 
sistema tem a vantagem de classificar diferentes subpopulações de espermatozoides, de 
acordo com parâmetros cinéticos e morfológicos, possibilitando a oportunidade de estabelecer 
critérios para diferentes aspetos funcionais relacionados com a fertilidade (Kathiravan et al. 
2011). Adicionalmente, algumas máquinas estão equipadas com módulos de excitação UV, 
para análise de espermatozoides tratados com corantes vitais fluorescentes (Partyka et al. 
2012).  
O algoritmo usado difere entre os vários sistemas CASA, mas o princípio básico 
mantém-se: a câmara de vídeo captura imagens microscópicas dos espermatozoides, que 
são depois digitalizadas pelo computador tendo por base o número de pixéis por cabeça, dos 
espermatozoides (Kathiravan et al. 2011). Estes sistemas estão preparados para classificar 
as estruturas e distinguir células espermáticas de detritos e/ou de células sobrepostas 
(Verstegen et al. 2002). O software reconhece as células e reconstrói, para cada 
espermatozoide, a sua trajetória e classifica-a quanto ao tipo (linear e não linear) e quanto à 
velocidade (rápida e lenta) (Matos et al. 2008), reportando vários parâmetros (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Trajetória do espermatozoide e parâmetros avaliados pelo CASA (adaptado 
de Kathiravan et al. 2011). 
 
Apesar de ser uma análise objetiva, a avaliação depende da experiência do 
observador e dos parâmetros selecionados (Verstegen et al. 2002), tendo em conta que existe 
uma variação de pixéis entre as várias espécies (Kathiravan et al. 2011). Para além disso, é 
necessário um controlo de qualidade e uma uniformização dos pré-requisitos, e treino dos 
técnicos de laboratório, para se melhorar a precisão e repetibilidade dos resultados, de modo 
que a análise através do sistema CASA seja fidedigna e confiável (Verstegen et al. 2002). 
A proporção de espermatozoides capacitados, sem reação acrossómica, associada à 





um ejaculado com elevado potencial fértil (Verstegen et al. 2002). A classificação destas 
subpopulações, através de parâmetros cinéticos específicos, obtidos através do CASA 
(Kathiravan et al. 2011), é particularmente importante na análise do sémen criopreservado, 
uma vez que a sua menor taxa de fertilidade está relacionada com uma maior taxa de reação 
acrossómica e com uma menor taxa de espermatozoides capacitados capazes de penetrar o 
oócito (Verstegen et al. 2002). 
 
8. Causas de redução da viabilidade do sémen criopreservado 
O processo de criopreservação consiste numa interrupção artificial da maturação dos 
espermatozoides pós-ejaculação e, mesmo com técnicas avançadas e melhoradas, causa 
sempre danos aos gâmetas masculinos (Lemma 2011). As variações de temperatura 
relacionadas com a congelação e descongelação da dose seminal resulta, inevitavelmente, 
na redução da quantidade de espermatozoides viáveis (Salamon and Maxwell 1995b). 
Geralmente, depois da descongelação, 40 a 60% dos espermatozoides preservam a sua 
motilidade, porém, apenas 20 a 30% se mantêm biologicamente intactos, pois um 
espermatozoide pode ser móvel, mas apresentar danos bioquímicos, ultraestruturais e/ou 
funcionais que o tornam incapaz de fertilizar o oócito (Salamon and Maxwell 2000). 
É sabido que o arrefecimento do sémen de ungulados, entre os 30 e os 0C, induz 
stress letal para algumas células, proporcional à taxa de congelação e do limite de 
temperatura aplicados (Castelo et al. 2008). Quando aquela é rápida, formam-se cristais de 
gelo a partir da água intracelular, que provocam danos ou morte celular. Quando ela é lenta, 
o meio extracelular congela primeiro, aumentando a concentração de solutos na fração não 
congelada, e aumentando, consequentemente, a pressão osmótica, levando à saída de água 
intracelular, causando desidratação celular (Bezerra 2010) (Figura 3).  
Uma criopreservação bem-sucedida tem como objetivo otimizar a taxa de congelação, 
possibilitando um compromisso entre todos os fatores envolvidos no processo (Lemma 2011). 
Maxwell and Watson (1996) afirmam que é possível que o processo de criopreservação 
selecione os espermatozoides mais viáveis, resultando numa população, pós-descongelação, 
mais pequena, mas mais fértil. No entanto, o potencial fértil de uma amostra de sémen 
descongelado é difícil de avaliar, uma vez que uma grande proporção de espermatozoides 
sofre danos subletais e que, apesar de os mesmos serem móveis e morfologicamente 








Figura 3. Consequências do arrefecimento do sémen e das taxas de congelação aplicadas 
(adaptado de Yeste 2016). 
 
 
8.1. Efeitos no metabolismo espermático  
A redução gradual da atividade metabólica dos espermatozoides durante o 
armazenamento, a temperaturas muito baixas, limita a produção de subprodutos tóxicos, 




Figura 4. Principais consequências dos danos criogénicos no sémen de ruminantes: 






Durante a criopreservação, há uma diminuição da motilidade e uma alteração do 
padrão cinético dos espermatozoides, o que pode estar relacionado com a disrupção da 
produção energética, por danos mitocondriais e/ou na peça intermédia (Gillan et al. 2004). O 
trifosfato de adenosina (ATP) gerado por fosforilação oxidativa, na membrana interna da 
mitocôndria, aciona a motilidade da cauda. Durante a criopreservação, a concentração de 
ATP é reduzida ou perdida e a taxa de monofosfato de adenosina (AMP)/difosfato de 
adenosina (ADP) é aumentada (Lemma 2011). Apesar dos filamentos e fibrilhas da cauda não 
revelarem alterações detetáveis (Salamon and Maxwell 2000), a estrutura íntima da 
mitocôndria pode sofrer alterações durante a congelação e a descongelação, diminuindo a 
taxa de respiração mitocondrial e prejudicando a motilidade espermática (Gillan et al. 2004). 
Para além disso, o cérvix da fêmea tem uma baixa quantidade de açúcares capazes de sofrer 
glicólise, mas possui quantidades adequadas de ácido lático e de oxigénio, tornando a 
respiração oxidativa importante para a produção de energia para a progressão dos 
espermatozoides nesta região (Gillan et al. 2004). Durante a produção energética, através da 
fosforilação oxidativa, são geradas grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio 
(ROS), como aniões superóxido (O2-) e peróxido de hidrogénio (H2O2) (Lemma 2011). A 
suscetibilidade do sémen de ruminantes ao stress oxidativo é consequência da abundância 
de ácidos gordos polinsaturados na membrana plasmática, e da presença de ligações duplas 
nestas moléculas, que as tornam vulneráveis aos radicais livres e à ativação da cascata de 
peroxidação lipídica, implicando danos oxidativos que prejudicam a função espermática 
(Chelucci et al. 2015) (Figura 5), nomeadamente a sua motilidade e capacidade fértil, em 
virtude da destabilização das membranas e envelhecimento celular (Maxwell and Watson 
1996). 
 
8.2. Efeitos na ultraestrutura espermática 
Os danos ultraestruturais ocorrem nas membranas plasmática e acrossómica, na 
bainha mitocondrial e no axonema e, são acompanhados por alterações bioquímicas e perda 
de conteúdo enzimático (Salamon and Maxwell 2000). 
O choque térmico provoca desequilíbrios iónicos, como o aumento de iões de cálcio, 
sódio e zinco e a perda dos de potássio e magnésio (Bezerra 2010), para além de afetar as 
funções celulares, como a perda de seletividade da membrana plasmática (Medeiros et al. 
2002). Quando as membranas são sujeitas a um arrefecimento, os lípidos que as constituem, 
sofrem uma transição do seu estado fluido para um estado líquido cristalino, em que as 
cadeias de ácidos gordos se desorganizam (Medeiros et al. 2002). Durante a congelação, 
esse estado é alterado para um num estado de gel, com as cadeias de ácidos gordos a 
reorganizarem-se numa estrutura rígida (Lemma 2011) (Figura 5). Essa transição de fase dos 





reorganização da sua estrutura tridimensional (Medrano et al. 2010). Sendo que os diferentes 
fosfolípidos que constituem a membrana plasmática sofrem transição de fase a diferentes 
temperaturas, durante o processo de criopreservação, com a migração lateral desses 
fosfolípidos e separação da fase lipídica, há uma alteração na organização em bicamada 
(Medeiros et al. 2002). 
 
 
Figura 5. Danos à membrana plasmática dos espermatozoides durante a criopreservação e a 
sua relação com o stress oxidativo (adaptado de Peris-Frau et al. 2020). 
  
Para além destas alterações levarem à perda de integridade funcional e estrutural da 
membrana conduzem, igualmente, a alterações nas interações entre lípidos e proteínas 
(Lemma 2011). Consequentemente, essas interações são interrompidas e as proteínas 
deixam de atuar como enzimas, recetores e canais iónicos (Medeiros et al. 2002). A 
desorganização de proteínas na membrana plasmática, como as que pertencem à família de 
transporte da glucose (GLUT), é uma consequência da criopreservação particularmente 
importante, uma vez que desempenham funções na regulação do metabolismo espermático 
daquela e também, da frutose (Lemma 2011). Estas alterações biológicas e funcionais nas 
células espermáticas, prejudicam a sua capacidade fertilizadora, sendo uma delas a 
integridade membranária (Chelucci et al. 2015). Esta alteração, em particular, leva ao 
extravasamento de conteúdo, nomeadamente das enzimas transaminase glutâmico-
oxaloacética (GOT) e transaminase glutâmico-pirúvica (GPT), diminuindo a atividade 





A membrana plasmática e a acrossómica são mais sensíveis ao processo de 
criopreservação, do que o núcleo e a peça intermédia dos espermatozoides, sendo que a 
membrana exterior do acrossoma é mais vulnerável que a parte interna e que a membrana 
interior (Salamon and Maxwell 2000). A alteração da permeabilidade da membrana 
acrossómica e das mitocôndrias aos iões de cálcio interfere com o potencial fértil dos 
espermatozoides, facto agravado pela vesiculação das membranas plasmática e 
acrossómica, que ocorre durante a sua morte e representa uma reação acrossómica falsa 
(Lemma 2011). Estudos realizados com sémen de caprino descongelado, através do sistema 
CASA, demonstraram que, o tamanho das cabeças dos espermatozoides diminuiu 
significativamente, comparativamente a amostras de sémen fresco, o que pode estar 
relacionado com a presença de um grande número de espermatozoides, com acrossomas 
danificados ou ausentes, ou com a condensação excessiva da cromatina, resultantes dos 
processos de congelação e descongelação (Hidalgo et al. 2007). A condensação normal e a 
estabilização da cromatina no núcleo, seguidas da sua descondensação após a penetração 
do espermatozoide no oócito, são pré-requisitos para a fertilização (Lemma 2011). O genoma 
espermático codifica protaminas, cujo conteúdo em cisteína estabelece ligações que resultam 
na compactação e estabilização do ADN associado. Porém, o processo de criopreservação 
parece reduzir a capacidade da cromatina espermática de descondensar (Lemma 2011). A 
qualidade do ADN dos espermatozoides está correlacionada com a fertilidade e, pode estar 
relacionada com o aumento da mortalidade embrionária, após IA com sémen criopreservado 
(Gillan et al. 2004). Estas alterações criogénicas nos espermatozoides, são responsáveis pela 
diminuição da integridade funcional, da sobrevivência in vivo e da capacidade fértil, para além 
de um transporte inadequado, da reduzida viabilidade do sémen no trato genital feminino 
(Salamon and Maxwell 2000) e de um desenvolvimento embrionário anormal (Gillan et al. 
2004).  
 
8.3. Efeitos relacionados com a capacitação espermática  
Os espermatozoides ejaculados não possuem capacidade fértil até sofrerem a 
capacitação. Porém, é possível que o processo de armazenamento de sémen congelado 
antecipe o processo de maturação das membranas plasmáticas, aumentando a proporção de 
espermatozoides capacitados e com reação acrossómica, comparativamente ao sémen 
fresco (Maxwell and Watson 1996). Depois dos gâmetas masculinos contactarem com as 
células tubáricas, sofrem a capacitação e uma hiperativação, ligam-se à ZP, ativam a reação 
acrossómica, penetram na zona (um spz por oócito) e, finalmente, invadem o oolema e 
fundem-se (Lemma 2011). A capacitação envolve eventos de destabilização da membrana, 
efluxo de colesterol e redistribuição dos seus componentes, sendo essencial que ocorra numa 





No entanto, há trabalhos que demonstraram que, tanto a incubação como a 
congelação e a descongelação, provocam nos espermatozoides, mudanças semelhantes à 
capacitação e que, a incubação de células já capacitadas conduz à reação acrossómica 
(Maxwell and Watson 1996). Durante a criopreservação, essas células não conseguem 
moderar os níveis internos de cálcio. As membranas reestruturadas e as associações entre 
lípidos e proteínas alteradas, favorecem ainda mais esse influxo de iões de cálcio, simulando 
o que acontece durante a capacitação e a reação acrossómica (Lemma 2011).  
O tempo de vida dos espermatozoides hiperativados, livremente móveis, não ligados 
ao epitélio do oviduto, é relativamente curto, uma vez que essa hiperatividade e o influxo de 
cálcio no citoplasma afetam negativamente a viabilidade e a vida fértil dos mesmos (Partyka 
et al. 2012). Estudos em sistemas de FIV demonstraram que os espermatozoides 
descongelados conseguem penetrar imediatamente os oócitos, o que prova que o seu estado 
funcional é mais avançado que o dos frescos, e revela que têm um período de tempo mais 
curto para fertilizar o oócito, in vivo (Gillan et al. 2004). Este processo pode ser reversível, 
mas os espermatozoides maduros podem ser incapazes de fertilizar se sofrerem um 
envelhecimento adicional no trato reprodutivo após a inseminação (Maxwell and Watson 
1996). A precoce maturação dos espermatozoides criopreservados, explica a morte 
prematura dos mesmos nas regiões caudais do trato genital feminino, após a inseminação, 
assim como o seu refluxo do trato, com a consequente quebra da fertilidade do sémen 
criopreservado (Gillan et al. 2004). 
O sémen descongelado revela uma alteração de comportamento quando contacta com 
o epitélio do oviduto: os espermatozoides ligam-se imediatamente a essas células e libertam-
se rapidamente (Gillan et al. 2004), o que torna difícil o estabelecimento de um reservatório 
de espermatozoides no istmo, e que se traduz na redução da sua capacidade fértil e do seu 
tempo de vida útil no trato genital feminino (Curry 2000). É possível que o envelhecimento dos 
espermatozoides, já funcionalmente capacitados no trato genital feminino, não impeça a 
fertilização, mas que a fecundação do oócito por gâmetas que não sofreram uma capacitação 
‘normal’ leve a um desenvolvimento embrionário anormal (Gillan et al. 2004).  
Assim, a criopreservação reduz o tempo de vida in vivo e compromete o potencial fértil 
da amostra de sémen, uma vez que diminui a heterogeneidade da população espermática 
(Lemma 2011); sendo que uma subpopulação, mais pequena, mantém os movimentos 
progressivos e lineares pós-descongelação e outras, mais predominantes, têm valores de 
linearidade e velocidade mais baixos, prejudicando a fertilidade do sémen descongelado 






9. Trabalho experimental 
9.1. Introdução 
O presente trabalho foi desenvolvido no âmbito do estágio curricular realizado no 
Centro de Reprodução Animal da Herdade da Abóbada (CRAHA), pertencente ao Centro de 
Experimentação do Baixo Alentejo (CEBA), localizado na Vila Nova de São Bento, no 
concelho de Serpa. Teve como principal objetivo avaliar a variabilidade individual de bodes 
de raça Serpentina no que diz respeito à congelabilidade dos seus ejaculados, através de 
uma análise objetiva e de testes complementares de avaliação do sémen, para além de 
estabelecer uma comparação do valor da avaliação subjetiva, feita rotineiramente em 
laboratório, com os valores obtidos por via de uma avaliação objetiva. O recurso a diferentes 
métodos de avaliação e a testes específicos que avaliem aspetos estruturais e funcionais dos 
espermatozoides, pode revelar a existência de uma variabilidade entre indivíduos e, deste 
modo, permitir o aperfeiçoamento do processo de seleção dos reprodutores e dos protocolos 
de criopreservação do sémen.  
 
9.2. Material e métodos  
No presente trabalho foram analisados ejaculados referentes a recolhas realizadas 
entre 9 de outubro de 2018 e 30 de setembro de 2019, no CRAHA, de 9 bodes da raça 
Serpentina, inscritos no Livro Genealógico da raça, e com idades compreendidas entre 3 e 5 
anos. Foram excluídos os ejaculados referentes a recolhas do bode 4093, realizadas em 
janeiro e fevereiro, de modo a eliminar o fator da sazonalidade. Sendo que a época reprodutiva 
dos bodes começa no fim do verão e se prolonga pelo outono e inverno, quando o fotoperíodo 
é decrescente, as recolhas realizadas fora da época, quando o fotoperíodo começa a 
aumentar, têm revelado uma diminuição da qualidade dos ejaculados, principalmente da 
motilidade espermática, facto que prejudica o sucesso da criopreservação (Leboeuf et al. 
2000). Para além disso, foram igualmente excluídos os ejaculados do bode 2122, dado 
possuir apenas dois ejaculados ao longo de todo o período em análise. A eliminação dos 
ejaculados dos bodes 4093 e 2122, reduziu a população amostral para 7 reprodutores. O 
número de ejaculados avaliados por bode, assim como as suas datas de recolha, estão 
registadas no Anexo 1. 
Os bodes foram mantidos no Centro, em parques com capacidade para 2 a 4 animais. 
Nesses parques, os animais tinham acesso a bebedouros e a cama de palha limpa e eram 
alimentados, uma vez por dia, com ração Pheed ® e feno. 
Os animais foram mantidos em repouso sexual com o objetivo de recolha de sémen 
para criopreservação. O sémen foi recolhido com recurso a uma VA com o auxílio de uma 





imediatamente, encaminhado para avaliação. O sémen fresco foi avaliado 
macroscopicamente, quanto à cor, aspeto e volume, e microscopicamente, quanto à 
motilidade massal (0-5) e à motilidade individual progressiva, através de microscopia ótica 
com contraste de fase e platina térmica a 37°C (Olympus CX43, Japão) e foi determinada a 
concentração através de um espetrofotómetro (SDM1, Minitube®, Alemanha). As informações 
obtidas foram registadas em papel e em documento Excel® (Anexo 2). 
Apenas ejaculados com motilidade espermática progressiva superior a 50% e 
morfologia espermática normal superior a 70% foram aprovados para criopreservação, 
diluídos com Andromed® (Minitube, Alemanha), acondicionados em mini-palhinhas francesas 
(IMV, L’Aigle, França), congeladas através do protocolo descrito no Anexo 3, ficando 
armazenadas em azoto líquido a -196°C. As palhinhas foram seladas com um tampão (álcool 
polivinílico) de cores diferentes, consoante o animal e identificadas com a marca da 
Exploração, o número de identificação oficial, o número de inscrição no Livro Genealógico e 
a data da colheita. Cada mini-palhinha tem uma capacidade para 0,25mL de sémen diluído e 
200 milhões de espermatozoides. 
Para ser avaliada a qualidade do sémen congelado, uma palhinha de cada recolha foi 
analisada quanto à motilidade, através de microscopia ótica. Apenas o sémen descongelado 
com uma motilidade individual progressiva superior a 20% foi considerado de boa qualidade 
e mantido em armazenamento, de modo a serem armazenadas apenas palhinhas referentes 
a ejaculados com boa qualidade seminal pós-descongelação. 
Para o presente estudo, as amostras de sémen congelado foram novamente avaliadas 
subjetivamente, através de microscopia ótica e de esfregaços, para análise da vitalidade e da 
morfologia espermáticas, e foram igualmente sujeitas a testes complementares                     
(teste hipo-osmótico e teste de termorresistência) e, finalmente, avaliadas através do sistema 
CASA.  
 
 Análise subjetiva 
A análise subjetiva do sémen foi realizada de modo semelhante ao descrito por Santos 
(2006). As palhinhas de sémen foram descongeladas, em banho-maria, a 37°C durante 60 
segundos, e avaliadas através de microscopia ótica (Olympus CX43, Japão), quanto à 
motilidade pela observação de uma gota de sémen entre lâmina e lamela, pré-aquecidas em 
placa térmica a 37°, a uma ampliação de 200x. 
Para determinar a vitalidade e avaliar a morfologia espermática, foram realizados 
esfregaços das amostras de sémen em análise. A vitalidade foi determinada através de um 
esfregaço de uma gota de sémen corada com eosina-nigrosina, analisado por microscopia 
ótica (Olympus CX43, Japão), a uma ampliação de 200x, tendo sido escrutinados um mínimo 





mesmo esfregaço, através de microscopia ótica (Olympus CX43, Japão), com ampliação de 
400x, igualmente contando-se, no mínimo, 100 espermatozoides, registando-se os defeitos 
da cauda (caudas dobradas ou enroladas), a presença de gotas citoplasmáticas distais e 
proximais, os defeitos da peça intermédia, os defeitos da cabeça e/ou do acrossoma e a 




Figura 6. Esfregaço corado com eosina-nigrosina para avaliar a vitalidade espermática 
(original da autora) 
O espermatozoide com a cabeça corada estava morto na amostra analisada, uma vez que corante penetrou as 
suas membranas plasmáticas porosas. 
 
 
 Testes complementares 
A integridade funcional da membrana plasmática foi avaliada através do teste           
hipo-osmótico (HOST). Segundo Oliveira et al. (2013), recomenda-se a utilização de uma 
solução à base de citrato de sódio e de frutose com 100 mOsm/L para a avaliação do sémen 
de caprino. Para preparar esta solução, dissolveu-se 7,35g de citrato de sódio (Sigma-
Aldrich®, Alemanha) e 13,51g de frutose (Merck KGaA®, Alemanha) em 1L de água bi-
destilada (Penitente-Filho et al. 2015), que depois foi armazenada em tubos de polietileno a -
20°C até ser utilizada (Fonseca et al. 2005). 
A solução hipo-osmótica foi aquecida e acondicionada em tubos eppendorf com 1mL 
de capacidade. Posteriormente, uma amostra de 10µL de sémen descongelado foi misturada 
na solução previamente aquecida e incubada em banho-maria a 37°C (Oliveira et al. 2013). 
As amostras foram analisadas 1 hora após o início do teste, numa preparação lâmina-lamela, 
pré-aquecidas a 37°C, contando-se 100 espermatozoides, em microscopia de contraste de 








Figura 7. Espermatozoides durante o teste hipo-osmótico (original da autora). 
Na imagem do canto superior esquerdo, as setas indicam os dois espermatozoides que reagiram ao HOST; nas 
restantes imagens todos os espermatozoides reagiram ao teste e demonstram algum grau de enrolamento. 
 
As células espermáticas foram classificadas quanto à presença de caudas enroladas 
e muito enroladas, de acordo com a Figura 8. O resultado foi expresso em percentagem, 
segundo a fórmula: %HOST = (% caudas enroladas antes do teste) – (% caudas enroladas 
depois do teste) (Penitente-Filho et al. 2015).  
O comportamento e a resistência dos espermatozoides foram avaliados através do 
teste de termorresistência (TTR) segundo o protocolo utilizado por Santos et al. (2006): as 
amostras de sémen descongelado foram incubadas em tubos eppendorf em banho-maria a 
37°C, durante 2 horas. Posteriormente, foi avaliada a motilidade das amostras através de m.o. 
com ampliação de 200x, nos tempos zero (5 minutos após o início do teste) e a cada hora. 
 
 
Figura 8. Espermatozoides de bode durante o teste hipo-osmótico com diferentes níveis de 
enrolamento (adaptado de Fonseca et al. 2005). 
Microscopia com contraste de fase, ampliação de 1000x: (A) não enrolado, (B-J) espermatozoides enrolados e 





 Avaliação objetiva da cinética espermática através de um sistema 
CASA 
O sémen foi posteriormente analisado no Pólo da Mitra, na Universidade de Évora, 
através de um sistema computorizado de análise de sémen (CASA) (ISAS, Proiser SL, 
Valência, Espanha), com software ISAS® V1, com câmara PROISER C13-ON e com 
microscópio trinocular UB 203i (Proiser SL, Valência, Espanha). 
As mini-palhinhas foram descongeladas em banho-maria a 37°C, durante 60 
segundos, e o sémen diluído foi transferido para tubos eppendorf pré-aquecidos e mantido a 
37°C numa placa térmica. Para ser obtida uma concentração ótima para a análise do sémen 
através do CASA, à amostra foi adicionado o diluidor Andromed® (Minitub, Alemanha)          
pré-aquecido a 37°C, numa diluição de 1:12 (10µL de sémen para 110µL de diluidor), de modo 
a obter-se uma concentração estável de 67 milhões de espermatozoides/mL, para o registo 
de leituras fiáveis. Previamente, uma alíquota de 10µL do sémen diluído, numa preparação                
lâmina-lamela, foi avaliada subjetivamente por microscopia ótica com ampliação de 200x e, 
posteriormente, avaliada através do sistema CASA. 
O programa do CASA foi definido para a espécie caprina e foi configurado com as 
definições apresentadas na Tabela 1.  
 
 









As restantes definições do sistema foram configuradas de acordo com o referido por 
Barbas et al. (2018): o número de imagens obtidas por segundo foi definido para 25 Hz e o 
número de imagens obtidas por objeto definido para 25; tamanho mínimo de um objeto no 
campo foi definido para 3 pixéis; a velocidade mínima para células espermáticas lentas foi 
definida para 10 µm/s (VAP>10 µm/s), sendo que abaixo dessa velocidade os objetos são 
considerados estáticos; o limite para espermatozoides com velocidade média foi definida para 
45 µm/s (VAP>45 µm/s) e a velocidade mínima para espermatozoides rápidos foi definida 
para 75 µm/s (VAP>75 µm/s). O cut-off de retilinearidade foi definido para 75%, sendo que 
apenas espermatozoides com retilinearidade superior a esse valor são considerados 





cada amostra de sémen, de modo a que o sistema calcule e apresente os valores dos 
parâmetros analisados.  
O programa utilizado analisa 14 parâmetros cinéticos (definidores da velocidade e da 
linearidade) para cada espermatozoide, guardando essa informação em ficheiros Excel®. A 
definição de cada um dos parâmetros avaliados está descrita na Tabela 2.  
 
 
Tabela 2. Parâmetros da motilidade espermática avaliados pelo sistema CASA (adaptado de 












Velocidade média em função da linha reta 
estabelecida entre o primeiro e o último ponto da 
trajetória do espermatozoide 
Velocidade média 
da trajetória (VAP) 
µm/s 
Velocidade média da trajetória dos espermatozoides; 
será maior nos casos em que a trajetória da cabeça é 
pouco regular com maior desvio lateral 
Amplitude do 
deslocamento 
lateral da cabeça 
(ALH) 
µm/s 
Amplitude do deslocamento médio da cabeça do 





Número de vezes em que a cabeça do 




Relação percentual entre VSL e VAP; calcula a 
proximidade do percurso da célula a uma linha reta 
Linearidade (LIN) % 
Relação percentual entre VSL e VCL; demonstra a 
percentagem de células que tem um índice de 
linearidade superior a 0,7, ângulo absoluto menor que 
25° e ângulo algébrico menor que 3° 
Índice de oscilação 
(WOB) 




População de células que se movem a uma 
velocidade mínima ou acima dessa, determinada pelos 




População de células que se movem ativamente em 
frente 
Rápido (RAPID) % Subpopulação de células rápidas 
Médio (MED) % Subpopulação de células com velocidade média 
Lento (SLOW) % Subpopulação de células lentas 








 Análise estatística  
O registo dos dados recolhidos no presente trabalho foi efetuado através do programa 
Excel (Microsoft Office 2016®). O tratamento estatístico dos dados foi realizado através do 
software R, com recurso ao RStudio© (Versão 1.3.1093). 
Os resultados estão expressos em Média ± desvio padrão. A distribuição das variáveis 
foi avaliada através do teste estatístico Shapiro-Wilks, consideradas como tendo distribuição 
normal quando p>0,05. Para a identificação de diferenças quanto ao nível de congelabilidade 
foi aplicado o teste T emparelhado (p<0,05) em variáveis com distribuição normal, e o teste 
de Kruskall-Wallis (p<0,05) para variáveis com distribuição não normal. Para a identificação 
de diferenças entre indivíduos foi aplicado o teste de Tukey (p<0.05) para variáveis de 
qualquer distribuição.  




9.3. Resultados e discussão 
 Análise do sémen em fresco 
No presente estudo foram avaliados 40 ejaculados que apresentavam uma 
concentração espermática média de 4,2x109±0,29 spz/mL. O valor normal da concentração 
espermática para caprinos varia entre 2,5 x109 e 5,0 x109 spz/mL (Castelo et al. 2008). Os 
ejaculados apresentaram uma motilidade massal média de 5. 
A motilidade espermática progressiva foi avaliada em fresco apresentando uma média 
de 80,88 ± 7,75% (Gráfico 1), tendo sido de 60% a mínima registada, ainda admissível para 
a criopreservação (Castelo et al. 2008). Quanto à sua distribuição na população considerada, 
o histograma abaixo (Gráfico 2) revela que a maior parte dos ejaculados avaliados 







Gráfico 1. Dispersão da motilidade espermática em fresco (após a recolha) dos ejaculados 
avaliados (n=40) 
 
A linha a verde representa a média da motilidade espermática, em fresco, da população amostral (n=40). 
 
Gráfico 2. Distribuição da motilidade espermática da população amostral (n=40) 
 
 
Para além da análise dos parâmetros seminais avaliados na população, a qualidade 
seminal foi também analisada por bode (n=7). A variação da motilidade espermática por 





maioria dos bodes a revelarem uma mediana de 80%. A sua análise permite ainda, identificar 
a diferença entre medianas de cada indivíduo que, neste caso, parecem ser semelhantes, 
sendo que a maioria dos indivíduos apresenta a mesma motilidade espermática mediana. O 
mesmo gráfico permite também analisar a dispersão dos valores da motilidade apresentados 
por cada individuo (tamanho da caixa), assim como comparar essa dispersão entre indivíduos. 
Para a motilidade espermática em fresco, não foram encontradas diferenças estatisticamente 
significativas entre os bodes. Porém existe alguma dispersão dos valores das motilidades 
espermáticas (tamanho da caixa), sendo que os bodes 0835 e 2808 apresentaram uma menor 
dispersão de valores, apesar do último registar dois outliers. Quanto à análise dos parâmetros 
de motilidade massal, morfologia e concentração espermáticas não foram encontradas 
diferenças estatisticamente significativas entre bodes. 
 




 Análise do sémen descongelado 
Depois do processo de criopreservação, a avaliação do sémen descongelado resultou 
numa motilidade espermática progressiva média de 48,5±14,94%. Os resultados 
apresentados são concordantes com os de Salamon e Maxwell (2000), que reportaram que, 
depois da descongelação, apenas 40 a 60% dos espermatozoides se mantêm móveis. O 
Gráfico 4 apresenta a motilidade espermática média pós-descongelação dos ejaculados 





Gráfico 4. Dispersão da motilidade espermática pós-descongelação dos ejaculados avaliados 
(n=40) 
 
A linha amarela representa a média da motilidade pós-descongelação da população amostral (n=40). 
 
 
O Gráfico 5 ilustra a distribuição da motilidade pós-descongelação pelos ejaculados, 
que apresentou uma maior variação (entre 10 e 70%), comparativamente com a motilidade 
em fresco que variou entre 60 e 95%. É possível ainda verificar que grande parte dos 
ejaculados apresentaram motilidade espermática entre 40 e 60% (22 ejaculados). 
 







A variabilidade individual da motilidade espermática pós-descongelação foi analisada 
através do Gráfico 6, que regista uma diferença entre as suas medianas, assim como uma 
diferença na dispersão dos valores da motilidade por indivíduo (tamanho das caixas). Tal 
situação traduz uma variabilidade individual considerável quanto à motilidade do sémen 
descongelado e, também, uma variabilidade observável entre ejaculados de um mesmo 
indivíduo, patente nos diferentes tamanhos das caixas desse Gráfico. Os bodes 2121 e 2808 
apresentam caixas de menor tamanho, indicando que os seus ejaculados apresentaram 
motilidades com valores mais constantes, contrariamente às dos bodes 0422 e 2126 que 
registaram motilidades de valores mais díspares.  
Neste estudo, não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 
(p>0,05) entre indivíduos, quer na análise do sémen fresco, quer na do sémen descongelado. 
No entanto, após a análise dos Gráficos 3 e 6 é percetível uma maior variabilidade no sémen 
descongelado, quer entre indivíduos, quer entre os ejaculados de um mesmo indivíduo. Um 
estudo realizado por Apu et al. (2012) encontrou uma diferença significativa entre a qualidade 
seminal do sémen fresco e a do descongelado, apesar de só reportar uma diferença 
significativa na variabilidade individual do sémen descongelado, facto que reforça a ideia de 
que a variabilidade individual é bastante evidente após o processo de criopreservação 
(Thurston et al. 2001).  
 
Gráfico 6. Distribuição da motilidade espermática pós-descongelação dos ejaculados 






Tal como preconizado por Sundararaman e Edwin (2008) e Casas et al. (2009), os 
ejaculados, no presente trabalho, foram separados por dois níveis de congelabilidade (alto e 
baixo) de acordo com a sua motilidade na avaliação subjetiva pós-descongelação. Ejaculados 
com mais de 30% de motilidade progressiva foram considerados como sendo de nível de 
congelabilidade alto (n = 32) e ejaculados com uma motilidade ≤ 30%, foram considerados 
como tendo baixo nível de congelabilidade (n = 8). Embora as causas desta variabilidade 
ainda não estejam totalmente esclarecidas, a possibilidade de distinguir os indivíduos pelo 
nível de congelabilidade dos ejaculados pode ser benéfico em situações como a conservação 
de espécies/raças ou quando indivíduos com baixo nível de congelabilidade tenham valor 
genético considerável e em que os protocolos de criopreservação específicos possam ser 
adaptados para melhorar a sobrevivência à descongelação, dos seus espermatozoides (Zee 
et al. 2009).  
No presente estudo, o sémen descongelado foi avaliado para a integridade membranar 
através do teste hipo-osmótico (HOST), para a vitalidade (vivos) e para a morfologia 
espermática (normais) e as percentagens médias foram 39,45±12,64%, 48,65±13,31% e 
82,4±6,59%, respetivamente. A avaliação detalhada da morfologia espermática por tipo de 
defeitos e a sua frequência na população amostral é apresentada no Anexo 4. 
O sémen criopreservado dos bodes neste estudo revelou alterações morfológicas 
quando exposto à solução hipo-osmótica e a sua resposta foi semelhante ao reportado por 
Santos et al. (2006).  
As correlações entre o HOST, a vitalidade, a morfologia e a motilidade (subjetiva) à 
descongelação estão descritas na Tabela 3. 
 







HOST 0,37* 0,08 0,34* 
Motilidade pós-
descongelação 
- 0,63** 0,09 
Vitalidade - - 0,008 
       *p<0,05; **p<0,001 
 
 
O HOST apresentou correlação positiva com a motilidade pós-descongelação (r=0,37; 
p<0,05), assim como com a morfologia espermática (r=0,34; p<0,05). Correlações entre este 
teste e a motilidade espermática já tinham sido reportadas anteriormente (Nur et al. 2005; 





funções mais importantes das membranas espermáticas é o transporte seletivo de moléculas, 
que pode ser observado quando a célula espermática é exposta a um ambiente hipo-osmótico 
(Penitente-Filho et al. 2015). O edema dos espermatozoides durante o HOST é indicador da 
integridade das suas membranas, enquanto a motilidade depende do transporte seletivo 
através das mesmas, mas também de outras funções bioquímicas, como o metabolismo 
espermático e a ação microtubular das fibras da região da cauda (Oliveira et al. 2013). O 
HOST testa principalmente a integridade da membrana da cauda, mas também é, 
provavelmente, um bom indicador da integridade da membrana plasmática da cabeça do 
espermatozoide. Assume-se ainda que este teste é um indicador do estado metabólico e da 
capacidade do espermatozoide de sofrer alterações fisiológicas, como a capacitação e a 
hiperativação (Jeyendran et al. 1992). 
A correlação do HOST com a morfologia espermática indica que a morfologia pode 
influenciar a integridade membranar e, consequentemente, a performance dos 
espermatozoides durante o teste, tendo sido encontrada uma relação semelhante por Lodhi 
et al. (2008) e Zubair et al. (2013). Porém, outros estudos reportam que ela não existe (Nur et 
al. 2005; Oliveira et al. 2013), sugerindo que a relação entre as duas ainda é controversa. 
A coloração supra-vital usada para determinar a vitalidade do sémen, depende do 
princípio de as células mortas terem as suas membranas danificadas o que permite que o 
corante as atravesse, corando a célula (membranas intactas são impermeáveis ao corante); 
o HOST não só avalia a integridade das membranas plasmáticas, como a sua atividade 
osmótica (Partyka et al. 2012). No presente estudo, não foi encontrada qualquer correlação 
entre a vitalidade e o HOST; o que está em concordância com Nur et al. (2005) e Oliveira et 
al. (2013), mas em oposição ao estudo de Lodhi et al. (2008). As diferenças entre o HOST e 
a vitalidade resultam, provavelmente, do facto de um espermatozoide ter de apresentar 
membranas espermáticas intactas, física e quimicamente, para reagir àquele teste, enquanto 
a eosina-nigrosina avalia apenas se a membrana está porosa, como resultado da morte da 
célula (Jeyendran et al. 1992).  
É de salientar que, poderá ser possível que a ausência de correlação entre o HOST e 
as avaliações mais rotineiras de sémen, como a vitalidade, possa significar que aquele teste 
tenha um especial interesse diagnóstico, por avaliar uma característica diferente das que já 
são medidas por outros testes (Jeyendran et al. 1992). 
Registou-se ainda uma correlação positiva entre a motilidade à descongelação e a 
vitalidade, avaliada no sémen descongelado (r=0,63; p<0,001), também encontrada por outros 
autores (Lodhi et al. 2008). Esta relação era expectável, uma vez que apenas 
espermatozoides vivos, com metabolismo e ação microtubular da cauda normais, revelam 





A ausência de correlação entre a motilidade pós-descongelação e a morfologia 
espermática é explicada por O’Connell et al. (2002), uma vez que o grau de diminuição do 
número de espermatozoides móveis e progressivos, assim como a diminuição da sua 
velocidade, é compatível com o grau de diminuição da atividade mitocondrial causado por 
danos criogénicos que desencadeiam um processo idêntico à apoptose. Tal facto, indica que 
existe uma relação mais forte entre a motilidade e a função mitocondrial, do que com a 
morfologia espermática normal.  
Os valores médios do HOST, da vitalidade, da morfologia e da motilidade pós-
descongelação, por nível de congelabilidade dos ejaculados estão registados na Tabela 4. 
Verificou-se que os resultados do HOST e os da morfologia não são estatisticamente 
diferentes (p>0,05) nos ejaculados com diferentes níveis de congelabilidade. Pelo contrário, 
observou-se uma diferença estatisticamente significativa para a motilidade (subjetiva) pós-
descongelação (*p<0,001) e para a vitalidade (**p<0.05), indicando que os ejaculados 
considerados de alta congelabilidade (motilidade pós-descongelação > 30%) apresentaram 
uma percentagem de espermatozoides móveis e vivos significativamente superior aos 
considerados de baixa congelabilidade.  
 
 
Tabela 4. Valores (média ± desvio padrão) da motilidade pós-descongelação (subjetiva), teste 
hipo-osmótico (HOST), morfologia espermática e vitalidade dos ejaculados com nível de 













Alto 54,37±9,48* 40,62±13,14 82,37±6,17 51,13±13,25** 




Sabendo-se que o processo de criopreservação é responsável pela diminuição da 
integridade das membranas e pelo aumento de lesões espermáticas (O’Connell et al. 2002), 
os resultados deste estudo indicam que, independentemente do nível de congelabilidade do 
ejaculado, o sémen é afetado de modo semelhante. Outros autores reportaram que os 
resultados do HOST variavam entre indivíduos e, entre amostras de sémen do mesmo 
indivíduo (Fonseca et al. 2005). 
Os valores médios das variáveis em discussão estão apresentados, por bode, na 





HOST e na morfologia espermática. Porém, foram encontradas diferenças significativas na 
vitalidade entre o indivíduo 2121 e os indivíduos 0835 (ap<0,01), 0422 (bp<0,05) e 9964 
(ap<0,05). Estes resultados sugerem que a variabilidade individual pode ser apreciada na 
proporção de espermatozoides vivos e móveis no sémen descongelado, uma consequência 
direta do processo de criopreservação. Porém, o presente estudo não encontrou diferenças 
individuais nos parâmetros do HOST e morfologia espermática. Fonseca et al. (2005) 
relataram diferenças nas médias nos valores de HOST entre bodes e, Apu et al. (2012) 
registaram diferenças na percentagem de espermatozoides defeituosos entre indivíduos. A 
ausência de uma variabilidade individual nestes parâmetros parece indicar que o processo 
congelação-descongelação não os influenciou.  
 
 
Tabela 5. Valores percentuais (média ± desvio padrão) por bode, da motilidade pós-
descongelação (subjetiva), HOST, morfologia espermática e vitalidade dos ejaculados com 




HOST Morfologia Vitalidade 
0422 40,00±20,98 40,83±10,76 81,50±5,96 39,33±13,11b 
0835 43,33±15,27 42,33±11,01 86,00±4,00 33,33±11,68 a 
2121 56,67±5,77 50,67±18,58 85,00±1,00 69,00±2,00 a, b 
2126 43,33±19,66 35,00±12,39 82,33±9,33 50,50±14,62 
2808 52,86±4,88 39,57±10,60 81,14±9,10 50,71±9,99 
6822 56,25±15,06 38,75±12,35 81,25±5,82 53,50±13,04 
9964 45,71±11,34 36,71±16,42 83,14±6,07 14,29±4,50 b 
a p<0,01; b p<0,05 
 
Apesar das diferenças entre as espécies, o HOST é adequado para a avaliação das 
membranas plasmáticas dos espermatozoides do bode. É possível que possa ser uma 
ferramenta valiosa para uma análise mais exata da célula espermática individual, do que da 
população como um todo (Fonseca et al. 2005). 
O teste da termorresistência (TTR) foi realizado durante 2 horas e o sémen incubado 
foi avaliado aos 5, 60 e 120 minutos, apresentando percentagens médias de motilidade de 
37,5±13,01%, 12,48±11,35% e 5,2±7,02%, respetivamente. Como anteriormente referido por 
Santos et al. (2006) e Barros et al. (2013), no presente trabalho, a motilidade espermática 





intermédias e estabilizando em valores mais baixos, no fim do teste. Porém, os resultados 
agora registados são inferiores aos referidos por Santos et al. (2006), num outro trabalho 
também realizado com bodes. São vários os fatores que influenciam a performance dos 
espermatozoides durante o TTR, tais como, o diluidor utilizado, o tempo de incubação, o 
volume da amostra e a concentração espermática (Cunha et al. 2012), para além da 
variabilidade individual, da raça e da idade (Schulze et al. 2019). Tendo em consideração as 
variáveis descritas, é possível que os resultados obtidos neste estudo, ainda que inferiores 
aos de outros autores (Santos et al. 2006), sugiram que os bodes de raça Serpentina utilizados 
possam ter um padrão semelhante de qualidade seminal pós-descongelação. 
A redução da motilidade espermática nas amostras sujeitas ao TTR é consequência 
da permanência dos espermatozoides sob o efeito de temperaturas elevadas, por longo 
período de tempo. Acredita-se que esta temperatura elevada leva ao aumento do metabolismo 
espermático e, consequentemente, a um rápido consumo dos constituintes do diluidor, 
resultando num défice energético e numa maior produção de metabolitos (Vianna et al. 2009; 
Talini et al. 2019). Esta alteração na energia disponível para as células espermáticas, justifica 
que as amostras com menor motilidade espermática inicial, tenham melhor performance no 
TTR, uma vez que existe uma menor competição entre as células pelos nutrientes disponíveis 
no meio, com menos metabolitos a serem produzidos, levando a que os poucos 
espermatozoides móveis possam manter essa motilidade por mais tempo e com maior vigor 
(Talini et al. 2019). Para além desta explicação, o declínio da motilidade durante o teste pode 
ainda dever-se à perda de componentes intracelulares ou de lesões estruturais na cauda dos 
espermatozoides (Barros et al. 2013). 
No presente estudo, apenas foi encontrada uma correlação entre a motilidade avaliada 
(subjetivamente) à descongelação e a motilidade espermática avaliada aos 120 minutos do 
TTR (r=0,37; p<0,05), indicando que ejaculados com melhor qualidade pós-descongelação 
mantiveram uma melhor motilidade, no final do teste. No entanto, a presença dessa 
correlação, bem como a ausência de correlação entre a motilidade espermática pós-
descongelação e as restantes avaliações do TTR (aos 5 e aos 60 minutos) indicam que o 
mesmo não é capaz de prever o comportamento do sémen ao longo do tempo.  
Não foi encontrada qualquer correlação entre a motilidade em fresco, avaliada à 
colheita, e os resultados do TTR, indicando que, contrariamente ao reportado por Santos et 
al. (2006), os ejaculados com melhor qualidade à colheita não apresentaram melhores 
resultados.  
Os valores médios do TTR estão descritos na Tabela 6, por nível de congelabilidade 







Tabela 6. Valores percentuais (média ± desvio padrão) da motilidade espermática nas 
avaliações do teste de termorresistência (TTR) nos ejaculados com nível de congelabilidade 
alto (n=32) ou baixo (n=8) 
Nível de 
congelabilidade 
Tempo de incubação (min) 
5 60 120 
Alto 38,91±13,42 12,63±12,09 6,06±7,56* 
Baixo 31,87±9,98 11,87±4,42 1,75±2,19 
            *p<0,001 
 
Foi observada uma diferença estatisticamente significativa (*p<0,001) aos 120 minutos 
do TTR, contrariando a teoria anteriormente referida. Os dados apresentados sugerem que 
ejaculados com alto nível de congelabilidade (melhor qualidade seminal pós-descongelação) 
apresentam maior longevidade durante o teste e, consequentemente, maior longevidade no 
trato genital feminino. 
Na Tabela 7 estão registados os valores médios do TTR por indivíduo. Apenas foram 
observadas diferenças estatisticamente significativas aos 5 minutos do teste entre o bode 
9964 e os bodes 2121 (a p<0,01), 2126 (b p<0,05), 2808 (b p<0,05) e 6822 (a p<0,01).  
 
 
Tabela 7. Valores percentuais (média ± desvio padrão) da motilidade espermática nas 
avaliações do TTR, por bode (n=7) 
Bode 
Tempo de incubação (min) 
5 60 120 
0422 33,33±8,16 14,17±8,61 4,00±2,53 
0835 40,00±10,00 11,66±2,89 1,67±2,89 
2121 50,00±17,32 a 25,00±21,79 10,0±5,0 
2126 40,83±12,01 b 8,17±10,80 1,17±2,04 
2808 41,43±11,80 b 8,43±8,52 5,14±5,43 
6822 43,75±7,44 a 19,63±12,81 11,5±11,63 
9964 20,71±8,86 a, b 5,57±3,31 2,0±3,65 
a p<0,01; b p<0,05 
 
Apesar de outros autores (Cunha et al. 2012; Schulze et al. 2019) reportarem a 
existência de variabilidade individual, esta limitou-se aos resultados no final do TTR. No 
entanto, Cunha et al. (2012) afirmaram ainda, que as variações individuais observadas se 
deviam à variação do volume de sémen testado, o que não se aplica ao presente trabalho, 
uma vez que as amostras avaliadas no TTR tinham todas o mesmo volume. No caso 





TTR e, por isso, é possível que possa ter uma pior qualidade seminal in vivo; ainda que alguns 
autores (Vianna et al. 2009) defendam que o teste em questão não recria completamente as 
condições uterinas, uma vez que o trato genital feminino contém muitas substâncias 
(antioxidantes, hormonas, fatores nutricionais) que contribuem para a manutenção da 
viabilidade espermática até ao momento da fertilização.  
Os resultados da avaliação dos ejaculados criopreservados através do sistema CASA 
são apresentados na Tabela 8. Foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 
entre os ejaculados com diferente nível de congelabilidade nos parâmetros de motilidade, 
MOT (*p<0.001) e MOTP (*p<0.001) e, nos parâmetros cinéticos, VAP (*p<0.001), VCL 
(*p<0.001), VSL (*p<0.05) e ALH (*p<0.05). Estes resultados indicam que as amostras com 
nível de congelabilidade alto sofreram um declínio menos acentuado nestes parâmetros. 
Resultados semelhantes foram reportados por Sundararaman e Edwin (2008), cujo estudo 
também demonstrou que, apesar de todos os ejaculados mostrarem um declínio pós-
descongelação em todos os parâmetros, os ejaculados com baixo nível de congelabilidade 
sofreram um declínio muito superior nos parâmetros de velocidade (VAP, VSL e VCL). 
 
 
Tabela 8. Valores médios (média ± desvio padrão) dos parâmetros avaliados pelo sistema 
CASA no sémen descongelado com nível de congelabilidade alto (n=32) ou baixo (n=8) 
Parâmetros 
CASA 
Nível de congelabilidade 
Alto Baixo 
MOT (%) 79,02±11,52** 43,41±16,50 
MOTP (%) 19,22±5,33** 9,31±3,15 
VCL (µm/s) 89,85±11,12** 69,50±13,28 
VSL (µm/s) 35,95±7,05* 28,83±8,64 
VAP (µm/s) 57,29±8,81** 42,42±10,43 
LIN (%) 42,09±4,65 40,92±6,52 
STR (%) 66,01±4,1 67,30±5,77 
WOB (%) 63,63±3,86 60,54±5,09 
ALH (µm) 4,38 ±0,34* 3,93±0,4 
BCF (Hz) 8,43±1,26 8,14±1,13 
          *p<0,05; **p<0,001 
 
A alteração nos parâmetros motilidade, cinética e velocidade registada para o sémen 
descongelado deve-se provavelmente à alteração da pressão osmótica consequente à adição 
do crioprotetor (Sundararaman and Edwin 2008). Para além dos danos mencionados 
anteriormente, a criopreservação é responsável pelo aumento da proporção de 





a alteração dos parâmetros cinéticos e de velocidade, pode dever-se à presença de uma maior 
população de células espermáticas que sofreram capacitação e/ou hiperativação (HA) 
(Maxwell and Watson 1996). Os espermatozoides que sofrem HA apresentam um movimento 
vigoroso, não progressivo e não linear, associado à capacitação (Partyka et al. 2012). O 
padrão do movimento espermático sofre alterações caracterizadas por movimentos laterais 
de grande amplitude, da cabeça e da cauda, com movimento ‘star-spin’ não progressivo ou 
lento (Verstengen et al. 2002). Durante esta fase, os espermatozoides hiperativados registam 
um aumento de alguns parâmetros do CASA, como a ALH, a VAP e a VSL, enquanto a LIN e 
a STR, diminuem (Partyka et al. 2012).  
É de especial importância referir que a morte seletiva dos espermatozoides mais 
enfraquecidos ou imóveis, durante o processo de criopreservação, leva a um ‘pseudo-
aumento’ nos parâmetros cinéticos do CASA, frequentemente referido como o paradoxo do 
CASA. Assim, as médias da velocidade e da cinética podem ser superiores após a 
descongelação, uma vez que a subpopulação mais resistente ao processo de 
criopreservação, pode exibir parâmetros com médias mais elevadas do que a maioria da 
população geral no sémen fresco (Partyka et al. 2012).  
Os bodes avaliados foram classificados de acordo com o seu nível de congelabilidade. 
Os considerados de alto nível de congelabilidade apresentaram uma média de motilidade 
(subjetiva) à descongelação superior a 30% e uma covariância inferior a 0,1, indicando que 
os ejaculados desses machos registaram valores de motilidade constantes, não variando mais 
de 10% entre si. Apesar de não terem sido encontradas referências bibliográficas que 
suportem esta classificação, considerou-se a consistência da qualidade seminal entre 
ejaculados, uma característica importante em programas de recolha e criopreservação de 
sémen. Resumidamente, um indivíduo de alto nível de congelabilidade produz ejaculados com 
elevada motilidade após a descongelação, sendo pouco variáveis entre si.  
Apenas os bodes 2121 e 2808 foram considerados como tendo alto nível de 
congelabilidade, sendo que todos os ejaculado que produziram apresentaram motilidade pós-
descongelação superior a 30% e a covariância entre a motilidade desses ejaculados foi menor 
que 0,1. Os resultados da análise do sémen descongelado através do sistema CASA estão 
descritos na Tabela 9, discriminados por indivíduo, não tendo sido encontradas diferenças 
significativas nos parâmetros do CASA, exceto para o BCF que foi significativamente diferente 







Tabela 9. Valores médios (média ± desvio padrão) dos parâmetros de velocidade e cinética 




Os valores elevados do desvio padrão indicam que os ejaculados de alguns machos 
são altamente variáveis. Tal situação significa que, apesar de um macho produzir um 
ejaculado de elevada qualidade pós-descongelação, produz outros com baixa 
congelabilidade, o que o torna, no geral, um indivíduo com baixo nível de congelabilidade. É 
possível que esta situação seja uma consequência da aplicação de protocolos de 
criopreservação ‘universais’, podendo ser vantajoso o desenvolvimento de vários protocolos 
específicos para cada espécie, com um desenho próprio para cada grupo de animais com 
uma crio-sensibilidade semelhante, ou mesmo para indivíduos que não respondem aos 
protocolos previamente utilizados (Zee et al. 2009).  
O sistema CASA providencia ainda uma informação acerca da população de 
espermatozoides de acordo com a velocidade do seu movimento, dividindo-a em 
espermatozoides rápidos, médios (velocidade média), lentos e estáticos (imóveis). O     
Parâmetros 
CASA 
  Bode     
0422 0835 2121 2126 2808 6822 9964 


















































































































































Gráfico 7 ilustra a constituição média da população dos ejaculados com diferentes níveis de 
congelabilidade. Esta análise mostrou diferenças significativas nas subpopulações de 
espermatozoides rápidos (p<0,001), médios (p<0,001) e estáticos (p<0,001) entre os 
ejaculados com diferente congelabilidade. É expectável que os ejaculados com nível de 
congelabilidade mais alto apresentem uma proporção maior de espermatozoides rápidos do 
que ejaculados com pior congelabilidade; da mesma forma que é expectável que apresentem 
uma menor percentagem de espermatozoides estáticos, uma vez que esta subpopulação 
representa os espermatozoides que morreram devido ao processo de criopreservação ou que 
sofreram danos criogénicos, que impossibilitam o seu movimento. Encontrou-se, neste 
estudo, uma correlação negativa entre a percentagem de espermatozoides estáticos e a 
vitalidade (r=-0,63; p<0,001), o que valida o acima referido, uma vez que a vitalidade 
representa a percentagem de espermatozoides vivos, e daí ter uma relação inversa com a 
percentagem de espermatozoides estáticos ou mortos.  
 
Gráfico 7. Constituição da população espermática (%) de acordo com a velocidade dos 
espermatozoides dos ejaculados com nível de congelabilidade alto (n=32) ou baixo (n=8) 
 
 
A análise estatística dos ejaculados indicou existirem diferenças significativas na 
constituição das populações de espermatozoides, apesar de não terem sido encontradas 
diferenças significativas entre machos. Isso significa que, apesar dos ejaculados variarem 
entre si na sua constituição, os machos, no geral, não apresentaram essa variação. Segundo 





machos e entre ejaculados do mesmo macho, o pode justificar a presença de 
espermatozoides com diferentes características num único ejaculado. O processo de 
criopreservação leva ao declínio da motilidade espermática, no geral, e à alteração da 
distribuição (percentagem de espermatozoides) entre subpopulações, o que poderá estar 
relacionado com alterações fisiológicas (capacitação e HA) sofridas pelas células 
espermáticas (Barbas et al. 2018).  
Ensaios realizados por Dorado, Molina, et al. (2010) e Barbas et al. (2018) revelaram 
que o sémen descongelado apresentava 4 subpopulações de espermatozoides mediante o 
seu comportamento cinético: espermatozoides rápidos e lineares; espermatozoides mais 
lentos com alguma linearidade; espermatozoides com movimento rápido e não linear e, uma 
última, de movimento lento e não linear. O comportamento espermático, assim como a 
estruturação da população, são condicionados pelo indivíduo, pela concentração espermática 
e pela motilidade total, tendo em conta que o número de espermatozoides e a motilidade 
afetam as suas trajetórias, modulando igualmente a percentagem e as características 
cinéticas das subpopulações móveis dos ejaculados de bode (Contria et al. 2010; Dorado, 
Molina et al. 2010). No presente estudo, não foi encontrada qualquer relação entre a 
concentração e a distribuição da população, uma vez que os ejaculados foram diluídos para 
uma mesma concentração espermática (200 milhões por palhinha). No entanto, foram 
registadas correlações positivas entre a motilidade total (MOT) e a percentagem de 
espermatozoides rápidos (r=0,74; p<0,001), médios (r=0,82; p<0,001) e lentos (r=0,52; 
p<0,001), indicando que este parâmetro influencia a distribuição da população dos 
espermatozoides, por via da sua velocidade. 
 
 Alteração da viabilidade do sémen criopreservado 
Neste estudo, a percentagem da motilidade foi reduzida significativamente (p<0,001) 
para 48,5% após a descongelação, uma diminuição na ordem dos 30%. Resultados 
semelhantes na comparação da motilidade em fresco e pós-descongelação foram reportados 
por Ahmad et al. (2014). A redução da motilidade no sémen descongelado pode ter várias 
causas, tais como a formação de cristais de gelo intra e extra-celulares que provocam danos 
às células espermáticas (Bezerra 2010), as lesões mitocondriais e na peça intermédia que 
alteram a produção energética dos espermatozoides (Gillan et al. 2004), o stress oxidativo 
que resulta em danos estruturais e destabilização das membranas (Maxwell and Watson 
1996) e as alterações na fluidez das membranas plasmáticas devido ao arrefecimento, que 
levam à perda da sua integridade e funcionalidade (Lemma 2011). 
Segundo Dorado et al. (2009), os parâmetros do sémen fresco que têm maior poder 





sistema CASA, e a percentagem de defeitos morfológicos. As correlações entre as avaliações 
seminais realizadas neste estudo encontram-se descritas na Tabela 10. A motilidade em 
fresco foi avaliada através de microscopia ótica (subjetivamente) e não apresentou correlação 
(p>0,05) com a motilidade espermática pós-descongelação quando avaliada subjetivamente.  
 
Tabela 10. Correlações de Pearson (R) entre as avaliações seminais subjetivas (m.o.) e 
objetivas (sistema CASA) (n=40) 








 Motilidade fresco 0,2 0,31* 0,22 
Motilidade pós-
descongelação 





MOT - - 0,72** 
*p<0,05; **p<0,001 
 
No entanto, revelou uma correlação positiva com a MOT (r=0,31; p=0,05) avaliada pelo 
sistema CASA, no sémen descongelado. A correlação entre estes dois parâmetros indica que 
é possível afirmar que, ejaculados com melhor motilidade em fresco, apresentam após a 
descongelação, valores mais elevados de motilidade total, quando avaliados por CASA. Este 
resultado indica que o parâmetro da motilidade avaliada subjetivamente em sémen fresco 
pode ter algum valor na previsão da qualidade seminal pós-descongelação. Dado que grande 
parte dos laboratórios de andrologia veterinária não têm acesso a sistemas computorizados 
de análise de sémen, é útil saber-se que a motilidade em fresco apresenta algum valor 
preditivo, não obstante a qualidade seminal avaliada antes da congelação não facultar um 
juízo preciso sobre a congelabilidade do ejaculado, o que significa que algumas das 
características convencionais do sémen fresco podem ter pouca influência no sémen 
refrigerado ou congelado (Casas et al. 2009). A morfologia espermática não apresentou 
qualquer relação com a qualidade do sémen descongelado, uma vez que a informação 
disponível acerca desse parâmetro limitou-se ao facto de todos os ejaculados incluídos no 
estudo terem menos de 30% de defeitos morfológicos.  
A motilidade em fresco também apresentou uma correlação positiva com alguns 
parâmetros do CASA, como a VCL (r=0,36; p<0,05) e a ALH (r=0,37; p<0,05); o que indica 
que as amostras com maior motilidade em fresco registaram, após a descongelação, valores 
mais elevados naqueles parâmetros. Resultados semelhantes foram encontrados por Dorado 
et al. (2009), o que significa que este parâmetro medido em fresco poderá ser um preditor útil 





correlação com os restantes parâmetros cinéticos avaliados pela CASA. É possível que, com 
a congelação, a velocidade dos espermatozoides possa ter um papel mais importante na 
determinação da sua sobrevivência pós-descongelação, do que somente a quantificação da 
percentagem dos espermatozoides móveis (Sundararaman and Edwin 2008).  
 
 Comparação das avaliações subjetiva e objetiva 
O valor da avaliação subjetiva comparativamente com o da avaliação objetiva 
realizada através do sistema CASA, foi analisado através de correlações de Pearson (Tabela 
10). A avaliação subjetiva da motilidade espermática pós-descongelação correlacionou-se 
positivamente com os parâmetros da avaliação do sistema CASA, a MOT (r=0,79; p<0,05) e 
a MOTP (r=0,81; p<0,01), o que significa que a avaliação microscópica, mais sujeita à 
influência do observador, teve uma relação estatisticamente relevante com a avaliação do 
CASA. Num estudo realizado por Broekhuijsea et al. (2011), não foi encontrada qualquer 
correlação entre a avaliação subjetiva por m.o. e a avaliação objetiva pelo sistema CASA. 
Contrariamente, Gallego et al. (2018) registaram correlações entre as duas avaliações, ainda 
que o grau de experiência do técnico seja um fator chave para a obtenção de análises mais 
precisas, quer através da m.o., quer através de sistemas de análise de sémen como a CASA. 
É impossível esperar uma visualização detalhada da motilidade da célula espermática 
individual, mesmo quando realizada por um técnico treinado. O olho humano não é capaz 
disso! O CASA avalia mais de 400 células por amostra, aspeto que um técnico experimentado 
não consegue, analisando 2 a 3 campos microscópicos (Broekhuijsea et al. 2011).  
 No entanto, estas correlações positivas entre os dois tipos de avaliação foram 
encontradas em condições laboratoriais e, não significam, automaticamente, que um sistema 
CASA possa ser implementado num laboratório de avaliação de sémen (Broekhuijsea et al. 
2011), pois que, apesar de se tratar de uma técnica de avaliação mais objetiva, ainda está 
sujeita a fatores que a influenciam, como a temperatura a que se realiza a análise, o diluidor 
utilizado, a concentração espermática da amostra, o número de campos avaliados e a 
iluminação (Verstegen et al. 2002). Os sistemas CASA requerem uma uniformização e uma 
validação antes de serem utilizados e as definições das imagens devem ser standard (Partyka 
et al. 2012), o que também depende da experiência do técnico responsável.  
 
 Variabilidade individual 
Como foi referido anteriormente, considerou-se, para efeitos deste estudo, que bodes 
de alto nível de congelabilidade apresentaram ejaculados com uma motilidade pós-
descongelação (subjetiva) superior a 30% e com uma covariância entre os ejaculados inferior 
a 0,1. Desta forma, apenas foram considerados indivíduos com sémen de alta 





O presente trabalho revelou que os ejaculados desses bodes resistiram à congelação 
e à descongelação, demonstrando valores adequados nos parâmetros avaliados pela CASA, 
pelos testes complementares e restantes parâmetros avaliados. No entanto, não foram 
identificadas diferenças significativas entre esses indivíduos e os restantes, excetuando nas 
variáveis já mencionadas (a vitalidade, o TTR aos 5 minutos e a BCF). 
É importante referir que os restantes indivíduos apresentaram, no geral, resultados 
médios com valores elevados do desvio padrão, indicando que os ejaculados que produziram 
eram altamente variáveis entre si, o que constitui uma característica pouco valiosa em 
programas de recolha e criopreservação de sémen, uma vez que um mesmo indivíduo pode 
produzir, sémen de alta e de baixa qualidade.  
Tornam-se necessários mais estudos para determinar se se trata de uma característica 
dos bodes desta raça ou se será uma consequência direta da aplicação de protocolos de 
criopreservação universais, multi-espécie, que poderão prejudicar a qualidade do seu sémen.  
Na indústria pecuária, são reconhecidos indivíduos chamados ‘good freezers’ e ‘bad 
freezers’, cujo sémen tem boa ou má congelabilidade, respetivamente, em que as doses de 
IA dos bodes ‘bad freezers’ contêm mais espermatozoides por dose seminal de forma a 
otimizar a sua fertilidade (Thurston et al. 2002). Com o avanço das tecnologias de avaliação 
do sémen, principalmente quanto às características e funções dos espermatozoides 
individuais num ejaculado, tornou-se claro que existe uma heterogeneidade considerável, 
nomeadamente no número e proporção de subpopulações morfologicamente distintas entre 
e dentro de ejaculados de mamíferos (Thurston et al. 2001). Estudos sobre esta matéria 
sugerem que existe uma forte relação entre a proporção de espermatozoides das diferentes 
subpopulações e a qualidade seminal, a fertilidade e a sua capacidade de resistir à 
criopreservação (Dorado, Molina et al. 2010). É possível que a qualidade do sémen pós-
descongelação esteja mais relacionada com a constituição da população e subpopulações de 
espermatozoides dos ejaculados do que com outros parâmetros avaliados rotineiramente.  
 
10. Conclusão 
Apesar das tentativas de aperfeiçoar os protocolos de congelação e descongelação 
de sémen, existe ainda uma diminuição considerável na viabilidade espermática no sémen 
criopreservado. As amostras de sémen analisadas neste estudo apresentaram danos 
provocados pelo processo de criopreservação, demonstrado pela redução da motilidade e 
vitalidade espermáticas após a descongelação.  
Neste estudo, foram realizados testes complementares e análises através do sistema 





criogénicos nos ejaculados com diferentes níveis de congelabilidade (qualidade seminal) e 
também para verificar a existência de variabilidade individual entre os machos.  
O número de parâmetros seminais que sofreram alterações depois da descongelação 
foi menor nas amostras consideradas de alta congelabilidade, que demonstraram uma maior 
resistência ao processo de criopreservação. As diferenças encontradas sugerem que a 
identificação dos ejaculados em ‘bons’ e ‘maus’, baseando-se nos parâmetros seminais em 
fresco e pós-descongelação, é um bom indicador da congelabilidade do sémen de bode, tal 
como sugerido por outros autores. 
Neste estudo, o efeito da criopreservação não foi igual para todos os indivíduos, nem 
para todos os ejaculados. No entanto, tendo em consideração a amostra analisada, não foram 
encontradas diferenças estatisticamente significativas que suportem a existência de 
variabilidade individual na criopreservação do sémen dos 7 bodes de raça Serpentina, uma 
vez que as diferenças significativas se cingiram à vitalidade, ao TTR (5 minutos) e ao BCF 
(CASA). É possível, que as diferenças observadas entre indivíduos tenham origem, não só 
nas suas características intrínsecas, mas também na aplicação de protocolos desenhados 
para várias espécies, que não tenham em consideração a variabilidade individual na tolerância 
dos espermatozoides aos crioprotetores e ao processo de criopreservação. No entanto, a 
análise do sémen por bode mostrou diferenças, ainda que não significativas, que indicam que 
alguns indivíduos desta raça produzem sémen que apresenta consistentemente boa 
qualidade seminal pós-descongelação, como foi o caso dos bodes 2121 e 2808.  
Dos testes complementares realizados, apenas o TTR mostrou diferenças 
significativas entre ejaculados e entre indivíduos. Estes testes parecem ser adequados para 
uma avaliação adicional à avaliação rotineira do sémen, uma vez que têm a capacidade de 
avaliar características seminais mais específicas e, por isso, podem avaliar o potencial fértil 
das amostras de sémen criopreservado. Para além disso, podem ser uma ferramenta útil na 
seleção de reprodutores e na reformulação de protocolos de criopreservação.  
O sistema CASA mostrou ser uma ferramenta valiosa na análise objetiva do 
movimento dos espermatozoides. No entanto, a utilização deste sistema tem de prever uma 
uniformização dos pré-requisitos, definição de parâmetros e treino dos técnicos de laboratório, 
de modo a garantir que os resultados são precisos e fidedignos. Sistemas deste género são 
uma mais-valia na avaliação seminal de raças em vias de extinção, uma vez que permitem 
um estudo mais aprofundado das características seminais, permitindo assim selecionar os 
melhores reprodutores e também assistir na alteração de protocolos de criopreservação. 
No presente estudo, a avaliação subjetiva do sémen apresentou uma correlação com 
a avaliação objetiva, o que demonstra que, apesar de menos precisa, a avaliação do sémen 
através da microscopia ótica tem um valor considerável. A estimativa visual da percentagem 





individualmente quanto ao seu padrão de movimento. Mesmo quando realizada por um 
técnico experiente, a avaliação subjetiva não é tão detalhada como a avaliação através de um 
sistema computorizado. Neste estudo, as correlações encontradas entre a motilidade pós-
descongelação subjetiva e os parâmetros do CASA demonstram uma relação relevante entre 
as avaliações subjetiva e objetiva. No entanto, a ausência de correlação entre as avaliações 
subjetivas do sémen fresco e pós-descongelação pode dever-se ao facto das avaliações em 
fresco e pós-descongelação terem sido realizadas por técnicos diferentes.  
As avaliações em fresco, referidas neste estudo, teriam um maior potencial de 
comparação com as do sémen descongelado se tivessem sido realizadas avaliações mais 
profundas, através de testes complementares e do sistema CASA. No entanto, o desenho 
experimental deste ensaio revelou o modo como o sémen de 7 bodes de raça Serpentina 
reagia à congelação e descongelação, não só no que diz respeito à motilidade espermática, 
mas também em relação à integridade das membranas plasmáticas, à vitalidade, à morfologia 
e resistência dos espermatozoides.  
Por último, deve enfatizar-se que teria sido conveniente ter havido a possibilidade de 
realizar uma avaliação dos parâmetros anteriormente referidos, nas amostras do sémen 
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